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k ; V??.?™™?* ein Verfahren zur Trennung und Detelctionvon Ko'mipwnentea^ines Stoffgemisch'es durch Tempera- i 

^rgradien^Gelele^ ent^er em^rnlic^^ 

* m '^JBS^Si^ T^P«^n5radienten aufgeba&wir^^DieTem 

dienten werden durch regelbare Heiz^^ ^ 

^^f m O?? der Trennstrecke m dem Trennmedium^das ^m^raturnrveau^m 
~^ K ?^ m ? Wi ^J^'^J ,fi einstellbar. Erne Vo^cfeng^^^ oder 
Kahrvomchtungen zum Aufbau von Temperamrgradienten «nem zwischeii den "Temperamrniveaus angeordnten Hohlkdrper 
snthaitend das zur Trennung verwendete Medium und einem Thermostatiennantel, der den Hohlkarper umschhefit, wird be-' 
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(57) Abstract—— 



In a process for separating and detecting constituents of a mixture of substances by temperature gradient gel electrophore- 
sis (TGGE)_a spatial temperature gradient is constructed from spatially separate temperature levels, or a temporal temperature 
. ^_. col ?S5l? c ^ ! ??» or a temr^rature gradient is ^constructed from the spatial and temporal temperature gradients^ The tem- 
^ture levels used to construct the spatial temperature gradients are set by controllable heating or cooling: devices/ Fc^the?cbn- v 
action of the temporal temperature gradients r the temperature level at any point in the separating section in the separating me- 
Jium can be varied with time as desired by meam of controllable heating or <^ device- ^for^^plementing the^ 
process with controllable heating or cooling devices for constructing temperature gradients, a hollow bcKiy arranged between the!; 
temperature levels' which contains the separating medium used, and a thermostatted jacket which surrounds the hollow, are also 
jdescribeoL ^ - - -\ * ,> ' ' _/ _ ' ' "T^'L. "'■ „^-M.^ "' ■ . ■ T ' Z '. ? ,^"«.^.. v .^.. 

(57) Zusammenfassung >...*."!.'" ~ - ■ 



] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung und Detektion vbn Komponenten eines Stoffgemisches durch Tempera- 
turgradienten-Gelelektrophorese (TGGE), wobei entweder ein raumlicher TemperaturgradientdurciL raumlich voneinander ent- 
jfernte Temperatarniveaus oder ein zeitiicher Temperafc^ durch' K^mbmation deVraumli- 

dienten werden jdurch^gl^lbalre" Heiz- cder M 

an jedem Ort <ler Trennstrecke in dem Trennmedium das Tempera^ 

3der Kahjrvomchtixngen ; frei wahlbar euistellbar. Eirie yorrichtong"zur I^rchEfchruTag^^ 

: KflWvorrichtiingen'zum Auflsau von Tem^ HohlkGrpelrj 
snthaltend das zur Trennung verwendete Medium und- eiriem ThermostatiermanteU^ ^ 

Jchrieben,- "'^ . : " 4 '" l .-^ ------ ■ 



jSiehe Ruckseite 
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' Verfahr en u^^Vor r ich tuna zur Trennunc j^ffid • Detektion von 
Komponente'n eines Stof f gemisches durch 'Temperatur- ' 

, qradienten-Gelelektrophorese 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein. Verfahren 
zur Trennung und Detektion von Komponenten eines Stoff- 
gemisches - durch Temperaturgradienten-Gelelektrophorese 
(TGGE) , . insbesondere ein Verfahren zur Detektion von 
Mutationen von Nukleinsauref ragmenten durch Analyse des 
durch Hybridisierung des die Mutation . aufweisenden 
Nukleinsauref ragments : (Mutante) mit dem diese Mutation 
nicht aufweisenden Nukleinsauref ragments . (Wildtyp) ge- 
wonnenen Heteroduplexes, ^ ein - Verfahren zur ^Probenaufbe- 
reitung unter Verwendung eines _ pligonukleotids sowie 
dieses Oligonukleotid ^.selbst, sowie eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung der. Temperaturgradienten-Gelelektrophorese, 

Der ;Nachweis .yon : Mutationen ,_in genet ischem Material oder 
de:r Nachweis, der . phanotypischen „Konseguenz einer gene- 
tischen Mutation ist eine wichtige analytische . Aufgabe 
in vieien Bereichen/.bioldgischerr Forschungv r angewandter 
Medizin, biotechnischer _Prociuktibn und 'Kriminalistik. 
Auf genetischer Ebene bedeutet eine Mutation den Aus- 
tausch mindestens . eines Nukleo tides oder Basenpaares :.auf 
DNA- oder RNA-Ebene. Die Moglichkeiten .des; sogenannten 
^genetic engineering" : erlauben mit Hybridisierungs- oder 
Sequenzierungstechniken :;den_v Nachweis;, einer.,. Mutation i in : 
klonaleir DNA oder RNA. Diese Techniken beschranken sich 
jedoch auf f orschungsnahe Anwendungen, Fur den- Routine-r 
einsatz konnte _ein , technischer ^Standard, _der dem Ver- 
gaeich mit , iiptiunologischen Methoden : (ELISA ^usw . ) stand- 
halt;, i^nich^^ ^ w>i v ^>^" ^r-^ ^v. - ^ 

- -^1^ # "wie 

u^^vlsie -in ^ der^pE-OS , 3 6^22 91 eine 
V" ^ „ Methode zur„Detektion^geringerlst^ 

de oder Besonderheiten biblog"ischer MakromoTekule wie 
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Nukleinsauren oder Proteine. Die Technik ist jedoch unge- 
eignet fur eine automatisierbare Analyse, wie sie zum 
Beispiel bei Bestimmung vieler Einzelproben im klinischen 
Bereich bei der Analyse genetischer Erkrankungen oder in 
der forensischen Analytik notwendig ist.' Mit Hilfe der 
TGGE-Technologie gelang es, Mutationen ohne umstandliche 
differentielle Hybridisierung direkt sichtbar zu machen 
(Riesner et al. (1989), Electrophoresis ifi, s. 377-389), 
jedoch beschrankt sich die Technik auf die Handhabung 
einer Flachbett-Gelelektrophorese fur die forschungs- 
maBige Analytik. Ahnliche Resultate liefert die Kombi- 
aUS p '^5 chbett - Gelele ^trophorese und einem denatu- 
rierenderi chemischen Gradienten," der sich "' aber kaum re- 
P^o^uz i*rbar f ormen ~ laBt und " "somit f ur eine' ' Automati- 
siening nicht in Frage kommt. *• - ?** "^'••nor-.rxc 
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Die notwendige Voraussetzung fur die empfindliche Erfas- 
surig selbst einzelner Mutationen "in s ;&er ; TGGE tist ein 
homogenes Teaperaturniveau im Gel sen£recht- ziir Lauf - 
richtung J^der- rElektrophorese^ da^r JiiC: Orten^gleichen 

„' e ^® lctr ^ sc ^ en Potentials. ; Dies ~kann ''zum : Beispiel durch 
die .^oppelseitig temperierte senkrechte Elektrophorese 

^hach- D.R. Thatcher und B. Hods on (1981) ; "Biochemistry 
122.,; S. 165-109, nicht hinreichend realisiert werden, da 
die .thermisch nicht ausreichend verbundenen gegenuber- 
^tf?. enden The raostatierplatten an Orten ^leichen' elek- 

* trische ^ Potentials nicht identische- Telnpe^aturen auf- 

"weisen . ' -' ~ '■' ■ - •'-••?'">'-•"- . 

'•'"Das Erscheinungsbilei der / belebten ~Natur. ist aiif gene- 
tischer "Ebene in -Form der Nukiein¥iuren" piiogrammiert , 
bestehend entweder aus RNA- oder* "DNA-Ketten^olekulen. .. : 

i _Ve£tod^^un^«n. <:: genetischen I ais '/z. 

"Mutation^ 

ntre Entwicklungeh .fur* "genetisch~ bedingtef Erkrankungen -~ 
und andere ' genetisch- : bedingte biologische Eigenschaf ten 
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eines Virus oder Organismus. Die Mehrzahl, der . erf olgten 
Mutationen ist fur das System ohne erkennbare Auswir- 
kung. Solche Mutationen werden als neutral/ be zeichnet . 
Seit Einfuhrung gentechnologischer Techniken .ist ,es mog- 
lich geworden, eine Mutation zu entdecken, ihre zeit- 
liche Entstehung zu bestimmen und ihren Einf luB .auf eine 
biologische Funktion zu messen. _ 



-15 



10 Mit der Methode der vergleichenden ..Sequenzanalyse (Se- 
quenzierung) von homologen Seguenzen wird .eine Mutation 
erkenhbar. Unter demBegriff Mutation 'wird ein einzelner 
' v *v Nukieptidaustjausch, /' ; eine belet'ipn : ;^pd,er eine; /Insertion 
einzelner : bis vieler " N^l'eotid^ Umordming von 

Ket^enseginefiteh verstemden y^Die /sequenz analyse ist trotz 

- * :: : *gro>fler Fort schr itte - in^^dexr letzt^^jfe wie vor 
- : : eine ~auf wehdige Technik/ unt4rstutzt" "von^kostspieligen 

- ^ ^Apparaturen xind f u'r ReiKenanalys 

: - ^ -die- Suche nach an sicAvbekannteh Mutationen , "wie /sie fur 
,20; ^bejstiinmt^\^ 

^ :trypsin-Def izienz;-': (Kidd,r. U . JV/-WalIaceT; r R. B,/ Hakura, K, 
; ^^o/ "S.Ij.C. 1 ~(1983) ^ Nature 304 , 230-234 : ) : beschrieben 
sind, hat sich technisch durch;" die -Verwendung^ synthe- 
tischer Oligonukleotidsonden vereinfacht. . Eine : Anzahl 
2o von Fragestellungen : entzieht sich / jedoch nahezu. voll- 
* standig dem rexperiaientellen Zugrif f . wie ■ : zum Beispiel 
" : -;^54±e Suche hach unbekannten Mutationen fauf : langen -Genseg- 
mehten., > fdi e. * nicht mit ~ Res trikt ions f r a^^tlarigenpoly- 
morphismen ^ ( RFLP ) ^ verknup ft sind, ~6der Reihehuntersu- 
churigen; "die ' fuF'die medi z inisclie " Genet iicf, - Wpui at ions- 
-"^.anaiysen!" eyoiutioriSre Verwartdtschaftsanaiysen " Virus- 
t^varii^tenan^ vpiv BVdeutuhg ^sihdV' r * T '"7.,', 
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^ mit sogenaxinten^Komplemeritars 

f y.T1:urem; ? ^asz^"iid«kn\f ; *Es/*entstehen * .^d^eiYbNA/DHXT^' RNA/RNA 
" - und DNA/RNA .ppppelstrangj?t jnaktuicen r . ? Eine ' charakteristi- 
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sche Eigehschaft dieser Strukturen ist ein temperatur- 
abhangiges Denaturiefen (Schmelzeri) der Doppel strange. 
Das Schmelzen geschieht in. einem sehr. erigen Tempefatur- 
• interval 1, d.h. es denaturieren groBe Abschnitte der 
Doppelstrangstruktur in einem einstuf igen ' ProzeB. Es 
handelt sich somit urn hochkooperativ ablaufende" physi- 
kalische Reaktionen. Der Verlust der durchgangigen Dop- 
pelstrangstruktur auBert sich in einer veranderten Mo- 
bilitat (meist "ein Mobil itatsver lust) , der , betrof f enen 
Nukleinsaure. .. Dieser Mobil itatsver lust _ kann in einem 
.elektrophoretischen Trennverfahren ausgenutzt werden, urn 
Nukleinsauren verschiedener Schmelz temper aturen zu tren- 
;: . ne ^/ rT So •Wander^; : tt^rmodynjmischVins^^ 

• - r ? n i 1 ^??^**®!^ ?5\ d sfo^t^eniger. weit ;j .als . ? sblche mit 
>r f tabilen ' , st 5 u | c ^ u ? re i 1 .* « , Da . s _;. _ zur T ¥?? nu !?g' averwendete ^Medium 
- muB _ : 4 abe i , .^ine.n Denat^ierungsgradienten j-aufweiseri, bei- 
spielsweise. durch .steigende .Konzentration Seines : denatu- 
i^ 5 ^^^^-:^^':: Die ;.Stabilitat r jaer-j x int«rnen ; '«Bereiche.- 
der j : ;? asen P aa ? e •• j.abhangig-. vom ', :^?/<^ehalt- sbwie der 
:• ' Diese .lEf f ektej. sind,_>usr«toli^limtersuciit- wor- 

^ : ^^H^S^J^9 t ^ x !'.- s Xr VL * Wah1 ' G - ->(l 98 A)^:n^ a ^ytical Bio- 
chem.; T i2S:; 267-284) . -- _ - ; v ^ - • = - 



25 



Fuhrt die Mutation' nun zu . hinreichend . groBen >,Verande- 
' . , _rungen in dem . entsprechenden [ Bereich, so wird ; die mu- 
• . ;f ^ r tie ^ e . Nukleinsaure ein" anderes_Schmelzyerha^ten : :aufwei- 
T r ^^f^K ^•^'•die^ nicht,; mutierte . : . Hauf ig . .ist - eine Mutation nur 
'~[ durch- den „Austausch ; eines . Basenpaares gegen ein anderes 
Basenpaar. gekennzeichnet '.. (Transversion odeir , Transition) 
a ^ Da ^- e ;der,_mutie"rte::Nulcleinsattrestr - in - sich recht 
- ; stabil ui^^scnmllzt^^^-aer Regel ybjei I -ahnl ichen ^-Tempera - 
turen .vie die nicht mutierte Form, -so daB eine Diskrimi- 

... LC3Mjs£ ■?.^^ b .^ r ,C i^dem^-die Imutierte^Nukle/nsaure^mit - einer 
. ...Nukleinsaure _weiche..diese . Mutation . nicht . aufweist (Wild- 
typ) 7 in vergleichbaren, Konzentrationen gemischt , bis 
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einschlieBlich der , Strangtrennung denaturiert und danach 
wieder renaturiert.wird, : Dadurch ehtstehen alle Kombina- 
tionen der entsprecheriden Nukleinsaure-Einzelstrange, 
unter anderem auch sogenannte Heteroduplices : aus mutier- 
tea Einzelstrang und nicht mutiertem Einzelstrang. Da in 
den Heteroduplices. nun dem jeweiligen Nukleotid an der 
Stelle der Mutation, das komplementare Nukleotid fehlt, 
kommt es an diesen Positionen zu merklichen -Destabili- 
.sierungen. in den benachbarten Doppelhelix-Regionen. Die 
HeterodupUces werden dementsprechend eher, auf schmelzen 
als die , Duplices des Wildtyps oder der Mutant e-. 



Nachteilig an. den bislang bestehenden Verf ahren -sind die 
relativ umstandliche Handhabung * sowie , die nicht . immer 
, si cher ^ zu gewahrieistende 7 Auf spuirung J&ex; vermuteten 
. Mut^tionen. * : "7vy7- r 777~~T ~" ~ ~7 *~7^ ~~ ~" ~7~~7 - 

; Das dezr.Erf indvmg zugrundeV ^ technische , Problem ist somit 
einp^l, . *e in Verf ahren bereitzustellen, das : die Nachteile 
- ^ 7\ der; 7;i?ndur^^^ Jder^ TCGEJ^f^J den^ analytischen 

7\: Rou^inebetrieb beseiti^^wd^die ;TGGE linsgesamt leichter 
handhabbar m soir .elne Vprrichtung - bereit- 

gestellt werden/ die eine automat ische Y Auswertung der 
TGGE ermoglicht. Die Vorrichtung soli auch die simultane 
Analyse von strukturell stark yariierenden- .Nukleinsauren 
.,erTnogl'ichen. Ein weiteres technisches . Problem : \ ist ' die 
.Verbe^serung' derjAufspurung, insbespndere ^ie: quantita- 
tive und/ oder qualitative Erfassung," von Mutationen und/ 
oder : iGenvarianten . i Die Verbesserung ; soil in-; einer be- 
stimmten Aus : f uhrungs ;form auch eine ^einf adhere _und fc siche- 
rere .Probenvorbereitung gewahrleisten^ 



25 
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;; :;Diese^ec^i^ch^ "^Verfahren 
r . r ^ gemaB . dem . kennzeibhnehden . Teil ; des^ A ; M^ruchs ^1 gelds t , 

^ a , ^ • ^indem'^entweder : 7 • - .„ T'l ■_. -77"^* «• 7 7 : 7™' ' 7 ** 4 ■ 



1, 



wnoi/n7«K - ' ' Best Available Copy 

W09 S|^3\r}q " PCT/EP90/01366 

A - 6 - a 



- ein raumlicher* Temperaturgradient in Richtung des 
_\ " zur Trennung vervendeten elektrischen" Feldes durch 

mindestens zwei raumlich voneinander entfernte Tern- 
5 peraturniveaus aufgebaut wird oder 

- ein zeitlicher Temperaturgradient durch zeitliche 
Variation der Temper atur eines Temper aturniveaus 
aufgebaut "wird "oder 

- eiin Temperaturgradient durch Kombination des raum- 
10 lichen* und zeitlichen Temperaturgradient en aufgebaut 

wird, 

- der Temperaturgradient leitend in die * Gelmatrix uber- 
;■ ' tragen wird, " ^ " - ; ' "* 

„ - ^ d.ie Tempera turniveaus zum Aufbau des raumlichen Tem- 
15 ; v fc ■ peratiirgra^ Kuhl- 
t - ; t vorf ichturigen Vingestellt"^ werdenT^wbbei^ OrteT gleichen 
\*~ elektrischen/ Potentials' 'i'dentische Temperaturen auf- 
; veisen, oder './T^' " ^"^^r^A..--. 

- zuAj'Au£bauj. des. zeitlichen Tempera turgpradienten an 
;20 " ■ jedem r Ort : 'der ;/Trenn das 

: J Temper aturniveau^ in" zeitlicher : 

einer * oder mehrerer . regelbarer "Heiz- J oder" Kuhlvor- 
" richtungen ^f rei wahlbar einstellbar^ist '^uHdt'ggf.. 

- am Ende der Trennstrecke die getfenhten/\Komponenten 
25 . detektiert werden. . \ ' — > 



Vorteilhafte Ausgestaltungen des erf indungs^emaBen Ver- 
„V f ahrens sind in '■. den . Unteranspruchen I^beschriebDen. . Der 
Verf ahrensanspruch 12 betrifft eihe bevorzugte^ Ausfuh- 
30 rungsform/ wobei. die, Detektion von Mutationen "von Nuklein- 
saureii- quantitativ uhd gualitativ ^durchgef uhrt" werden 
kann ^ und ' zwar ■ durch^ Analyse ; des ^Idurc*: . : Hy^i|is;ierung 
des die - Mutationals 

(Muta,nte) :mit dem; . diese Mutation ^niLcht ^^^f veisenden 
Nukleinsaur ef ragffen^ ( Wildtyp ) 7 gew^enWHe^pdupl / ^ 
wobei das die Mutation tragen&eV z^*^^ 

sauref ragment so gewahlt wird, dafl die Mutation in einer 
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thermodynamisch instabilen Region des Heteroduplexes 
liegt. Die darauf ruckbezogenen Anspruche. 13 bis 36 be- 
treffen bevorzugte Ausfuhrungsformen dieses Verfahrens. 

5 " ' ' 

Die Verfahrensanspruche 47 bis 5p betreffen bestimmte 
Ausfuhrungsformen der quantitativen Detektion, durch 
welche eine quantitative Analyse von . Nukleinsauren er- 
moglicht wird. Die Unteranspruche. 48 .bis 50 betreffen 
10 bevorzugte Ausfuhrungsformen dieses Verfahrens, 



per Vorrichtxingsanspruch 51 beschreibt eine* Vorfichtung 
* zur Durchfuhrung der der Temperaturgradienten-Gelelektro- 
- *; -phbrese "(TGGE) , ^ dadurch "gekennzeichnet ^ ^ daS zwischen 
15 mihdestens ; .zwei einen " "Tempera turgradienten^rauf bauenden 
^ - -™ Heiz- ode (1/ : 2 ) mit Warmereservoir 

„„ . (4/^5) bei mehr als zwei Heiz- -oder : Kuhlvorr iclittingen 
" zwischen "den entf erntesten "Heiz- oder ^Kuhlvor rich tungen 
^°^ilcorper (¥)V "der* die Heiz-Codeir KQl^vorrichtungen 
du ^? h ^ingt; tangeordnet dais "zur--' Trennung 

veTOendetecTreniimediuixt in . seinem- Luiaen" erithalt ; und der 
' HohlicorperE " ( 6 ) z ^vqrt : einem warmeleitenden^ laiermbstatier- 
^mantel,, (7) umschlossen ist. . a ^ - / . . ..V -V • "S A.: 



20 



25 



Die' Unteransp'ruche 52 bis 62 betreffen bevorzugte Aus- 
fuhrungsformen der betreffenden Vorrichtung, deren Vor- 
telle - sich aus der 7 Beschreibung ergeben . - ; " 



30 



Der raumliche ' , Temperaturgradient , des er f indungsgemaflen 
Verfahrens kann so aufgebaut werden, - daB mlt einer re- 
ge^l?aren Heiz- oder Kuhlvorrichtung auf der Probenseite 
~ ~ 7 ',' ' ^ih^$^k€pm^^ T.erapiera'turn^ ~ wird , wah— 

- -~ - r end ?!das ^zvfeite^^ raximlich "geferennte Temperaturniveau 
_ ^ dt^ch j^d^e ^ Temperatur . rdes : Elektr^phoresebades -Hauf der 
^ I ^^^Spo^ *isfc /^bTels eJJ e^^^ Ver- 

* " ahreifsweisq "ist^daim "moglich ^ wenn v das^^El¥ktr ophor es e- 
; bad Iso 'dimensiohiert' ist ,7 dafl die TempeVatur Constant 
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bleibt. Dazu ist ein hinreichend groB dimensioniertes 
Elektrophoresebad notwendig. Vorzugsweise wird jedoch 
_ auch hier das zweite Teinperaturniveau- . etwa durch Pel- 
5 tierelemente, Heizdrahte oder thermostat ierbare Wasser- 
bader regelbar ausgestaltet . 

Nach dem Probenauf trag werdeh die Komponenten des zu 
trennenden Stof fgemisches langs des elektrischen Feldes 
10 in das Trennmedium hineinwandern. Dabei erreichen sie 
das erste Temperaturniveau und erfahren eine Konforma- 
tionsumwandliing, die in einer drastischen. Reduktion der 
. " Wandei^gsgeschwindigkeit resultiert . . Dies wird entweder 
; direkt; durch die eingestellte Temperatur erreicht oder 
15 : : in Kombinatipn mit. partiell - denaturierenden^ Reagenzien. 
^^^S^d/d±e, zu trennenden ^Komponenten ^ beispielsweise.Nuklein 
,.^.:^^3}^^/A^f^^ durch die , P?rtielle Denaturieirung die 
. I%ppeW zu.groBeren "Loops 1 ! aufgeweitet, 

\ . . A^.^iJ 1 ^^ quasi steckenbleiben\.und^der Elek- 

20 ^^P^P^®! 5 ®; ^icht :mehr folgenjconnen.. Wird nun die Tempera 

tu^gesenkt % so bilden_sich :die VLop^ : in Ab- 
: jr^v^f^9^keit A :-ilurer .: thermodynamischen ^Stabilitat" , zuruck, 
wodurch die Mobilitat der Nxikleinsauren , in - dem ^ Trennme- 
dium wieder erhoht wird. Die jeweilige Temperatur ist 
25 . eine Stof fcharakteristik der entsprechenden Nukleinsaure. 
„ So ? it _9?lingt y es, die verschiedenen ; Komponenten in Ab- 
hangigkeit der Tempera turr zu trennen. T Die Molekule, deren 
Mobilitat erhoht wurde, wandern durch die Trennstrecke 
- . . tind_ : -konnen . am Zielpol der Elektrophorese detektiert 
30 werdeh. 



' Es ist- r ebenf alisr mpglich,_ einen_T mit 
_ /_ steigender Temperatur in ^Elektrophorese-Richtung _ auszu- 
^ bild^^ in : J ^velchem ; , die _ .Molekqle 4 js^acfts.ib ^ji^^^jihrem 
thermodynamisch partiellen Xuf schmelzverhalten v Cin dem 
JT^er^ediiim vgetrennt ;werden._ Bei_;tiefer 
-1. . ^ er ^ e ^\.. 2 ^A^st -die thermodynamisch .instabilsten / Struk- 
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-turen partiell thermisch denaturieren, zum Beispiel bei 
Nuklexrisauren 'durch Ausbildung vori : H Loop"-Regionen. Die 
Mobilitat dieser Nukleinsauren wird drastisch gesenkt, 
so daB diese in dem ^Trennmedium .entweder ^"steckenbleiben" 
oder zumindest nur noch sehr langsam wandern. .Die. ubrigen 
Komponenten wandern weiter durch das Trennmedium, bis 
jeweils ihre spezifische Denaturierung zum drastischen 
Mobil itatsverlust der jeweiligen Molekule . in dem Trenn- 
medium fuhrt. Bei bestimmter Wahl der Maschengrofle des 
Trenngels fuhrt die Restmobilitat der quasi .arretierten 
Biomolekule dazu, daB nach einiger Zeit - wenn auch sehr 
langer : Zeit ~ r alle Komponenten \des ' zu. ~trennenden Ge- 
~miscK¥s~ die" : Tr"eifns~tr^ . Unterstut z t 

-wird^aiese^ 

rr ell * denaturierten "NukTeinsliuren bei 7 volis€andige^r Denatu- 
* r r ieruxicf - - * also - -^efnnung in r die ^Eihzeistrah^e wieder. 
^drastisch' r zunimmt ;^ da " 3etzt^%u2f : noch "di^:Einzel strange 
: ldur¥lr"das J Tr ennmedium- waJidern ; Die^thermodynainiisch ins ta- 
: bilsten "NxikleinsXuren V ~die5 Fei~ r tief en Tempera tur en be r 
~ reits- ihre^Mobilitat verliereii^Iwafa^ -sehr langsam 

r ; iia ? Gel ; weiter /"erreicfien" jedoch. irgetndwaim: ein r h6heres 
- Temp¥raturnlveau/ ? ■ r das . "ztam-r^vollstSndig^n - r ;Auf schmelzen 
: fuhrt, ; so daB die boppelstrange in ihre Eihzeistrange 
~ z erf alien.; ";Dies fOhrt J dann rzii . der : ^oben. : beschriebenen 
beschleunigten Wanderungsgeschwindigkeit . : 



^v ,--., Dieser -Effekt karin-jauch^zur v Bes^^nigung %er'-Elektro- 
' - phorese insgesamt "'ausgenutzt werden. "sind .die komponen- 
3 0 — : "ten ^durch ^Teiidenaturierunqf >und "Mobil itatsverlust^ in dem 
— : : -Trennmedxum 'voneinander : getrenht wordeh, dann " kann das 



\TempeTraturniveau * "des ^ngresamteh^- Trenrmediiims 4 ^ iiber den 
"Schmelzpu^t : deir ^Doppelstrah , urn 

" ^aire^DoppelstM ybllstandig xn^Eirizelstrange zu uber- 
rv ~"f uhren Danach tS gewinheri" alle "Komponenten ihre "Mbbilitat 
' "ziiruck; f Zur^" Durch 'f uhrixng.^ ist es 

, ""j edocfi "erf order! ich f~dd& ; die* Temper dtui: eiitWedef 7sehr 
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schnell uber das gesamte Trennmedium aquilibriert wird 
oder die > Elektrophorese bis zur -Aquilibrierung der Tem- 
peratur unterbrochen wird, beispielsweise durch Abschal- 
tung des elektrischen Feldes. Vorzugsweise sind die zu 
trennenden Molekule von ahnlicher GroBe. Die Verfahrens- 
weise unter den beschriebenen Bedingungen , gewahrleistet 
dann bei der isothermischen Elektrophorese mit hohem 
Temperaturniveau , , daB die getrennten Komponenten im 
weiteren .Verlauf der Elektrophorese ihren_ relativen rauin- 
lichen Abstand beibehalten. v _ 

- v' >~ j^A 1 !® t3? der ?j, v ?? f ^^^^f^e^-^be^utzt .lediglich ~ ein zeit- 
:; irrV r 1 f cil .?5 s ^® ue3 F t ® s ^' Y^^^^ 3 * -Temperaturprograinm^yorzugs- 
• }^ z w fA s ^l > ai \ A®?Tl>?^ beriauf ^ragsseite ; -.der -Elektrophorese zum 
i .7 ir 'Jc v z ® itlichen , ^T^mperaturgradientien , y.der zur 

. Trennui^g ^der-, ^ Kompon^ten des Stof f gemisches ,,f uhrt . Man 
: _laBt ^die^zu ^trennende^ Probe _ zunachst . .^erektrophoretisch 
.j-v-* ' A n JF 61 } 11 ??^^ 11111 k^?,^ nw ? nderj V or P a . s ~ Tempera turniveau 

2 9 ^f^^fF^.?? 0 ^^^^ 3 ???^!!^ 6 ist -so .gewahlt, : daBjJ)eispiels 
w^isavbel; -llul^ei^sauren die> : Doppelstrange--iu - ^"Loops" 
: > jedoch-ypl^standig >uf geschmolzen 

: ;\ zu .^erdexi J^ie.^ilduncr-ivon.. '■Loops! 1 kann durch : geeignete 
- . r ReagenzienwcQil. xinterstutzt ^ werden. Dies fuhrt .dazu, daB 
J??. , die 2U analysierenden Komponenten am Beginn der Elektro- 
phorese' in^. dent ^Trennmedium quasi arret i'ert; sind. Wird 
nun die Temperatur abschnittsweise gesenkt, so bilden 
z.-'- y .' i sich _die_^herir^d^2Utt±sch- stabilsten Doppelstrange zuruck, 
\ so, dafl t diese;.Nykleinsauren.:.eine erhohte- Mobilitat auf- 

: 3 ? - . weisen. ::t piese ir .beginnen ~ dann r durch : ,das ,: Trenngel * zu 

' ..wandern. Durch die. nachf olgende. Tempera turanderung werden 
r ..2- ^a d S M aS^?^£°^ g fr nd d f N^einsaurenjait.4er 

'^1^1^ '^beginhjsn ^> ^^kann* . jyo^eilhaf t -^e^^^e^^T^peraturab-^ 
~ ^^ xc senkung = sci^j^ dx^chzuf u^ 

r - 1 " e *j c . e *?$L in^ : raumlidt^er Hinsicht zu yerstarken -,^Die ,jait der 
..Wanderung beg innenden Molekule gewinnen , quasi jeirien raxim- 



5 



10 * 



WO 91/02815 ? * * * rj<i PCT/EP90/QU66 r v 




lichen Vorsprung beim Durchwandern des Trennmediums . Bei 
- hinreichend grbflem Abstand der thermodynamischen Stabi- 
litat ist es jedoch auch mogiich,- den : Tempera turgradi- 
5 enten relativ schnell kontinuierlich zu senken. . Bei 
dieser Verf ahrensweise kann es vorteilhaft sein, auch 
den Elektrophofese-Endpunkt mit einer regelbaren Heiz- 
oder Kuhlvorrichtung zu versehen. 



10 Bei alien erf indungsgemaBen Verf ahrenswei sen .ist es je- 
. doch notwendig, zum Aufbau eines reproduzierbaren Tempe- 
raturgradienten . bzw. . reproduzierbarer - isothermischer 
Bedingungen das Trennmedium mit .einem _thermisch leitenden 
rJ: . Thermbsta'tiermantel zu -umschlieBen; ~ Zur >Ausbildung des 
r -15' - : reprbduzieirbareh \Temperaturgradienten; -bzw. . .des :iisothermen 
■:: -.** 1 Tempieraturniveaus ist^es unbedingt erf order lich/^daB der 
\ _ .VEnergiefiuB:/im -Thermostat iermantel i-klein .isft^gegenuber 
•:J . 1 Ideh rEhergief lussen -in ;Heiz- :und Kuhlelement . Ws^'z 

r. 20 \ Die :ztir : ; Tempera txir^Geleiekt rophorese y 

; peratureri ;liegen-. vorzugsweise, im Bereich* von/0: bis 100'C. 
1 pas :Trennmedium iesteht ^vorzugsweise '-; aus . Polyacrylamid- 

: ' . Gelen ^ ->: : .jr. - ir i . r, r - ■- . . ^lis/r^r^. 

.-■"25 Das technische Problem, der Detektion :*von rKomponenten 
eines Stof fgemisches, bei dem:das Gemisch :-aus ^Nuklein- 
^ :■ sauren besteht , die rinsbesondere>-lediglich • eine ^Mutation 
aufweisen/ wird durch ein Verf ahren . gemaB^Patentanspruch 
12 -gelost. - Die Unteranspruche 13 -bis ~25;:sincl -bevorzugte 
3 0 Ausfxihrungsf brmeri des erf indungsgemaBen Verf ahrens . Das 
in^ den -Patentanspruchen : 26 : bis;; ^30. ^beanspruchte Oligo- 
^ nukleotid;"' w^ zum 
? .': .b Start ^der ^polymerase wchainl^reactipn^i ( PGR) fiiverwendet : 
-■^f ^^"il ( Saiki^ et ^1^(1^8 5 V?^ Science 21fif4a53p±15"3-'4 

£ ^^der^^Ausgestaitung des^erf indungsgemaBen iVerf ahrens wird 
- ~^ in^den /Patentansprucheh 32 -bis r36 7beschriebenrtfDie Patent 
\z- anspruche 37 bis "43 ^betref fen r die Verwendung^des erf in- 



WOQl/hl«i^ f Best Available Copy 

wuy S^T; nff - PCI7EP90/01366 

- 12 - A 



dungsgemaBen Verfahrens. Die Anspruche 44 bis 4 6 betref- 
fen bevorzugte Mittel zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens. , 

Das erf indungsgemaBe Detektionsverf ahren fur Mutationen 
in Nukleinsauregemischeri wird im folgenden naher er- 
lautert. ' 
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Das fur die Mutationsanalyse in Frage kommende Nuklein- 
saurefragment wird zunachst auf eine passende GroBe ge- 
schnittenrDabei wird die Mutation in einen -thennodyna- 
~ misch labilen Bereich -gelegt. Dieser :Se.reich ikann ent- 
r .*: "^weder - experiment ell oder -auch durch Berechnung^ermittelt 
■^ 5 * • : werden. Gegebenenf alls -zrkahn -.'das -::Nukleinsaure fragment 
:z : durch ^ PCR ; : (polymerase :chain ^reaction) s^amplifiziert 
. werden. n.'Dabei . = wird ; vorzugsweise ^ die. r thermodynamisch 
stabilere Region: so -stabilisiert/ idaB ^sie^unter ^maximal 
denaturierenden Bedingungen- des analytischen Experiment es 
vno'ch ^ stabil - r bleibtr r Das Nukleinsauref ragment* : schmilzt 
v ?-.r.dann .nicht ^bis~ zur : volistandigen ^Stran^trennung^ auf, 

— - i c --sondern "bildet ;eine Y-f ormige ^truktur geringer, elektro- 
phoretischer * Mobilitat aus. Insbesondere -i.kann diese 
Stabilisierung durch Anfugung einer Region aus stabili- 

2o - * sierenden G/C-Nukleotiden oder . ungeladenen Nukleotiden 
./ .'herbeigefuhrt werden. Der stabilisierende ;?EinfluB von 
- rmehr als 140 G/C-Basenpaaren wurde bereits; von ;Shef field, 
"\^;;T^; C.^et^ aLl; * (1989): Proc. Natl* Acad. Sci^USA ; 86, 232- 
■rv r:: 236, rbeschrieben. uberraschenderweise . hat/^sich jedoch 
30 -gezeigt; daB - bereits\ 20 bis 30 G/C-Basenpaare zur Stabi- 
. :~ lisierung- ausreichend ^ sind. . ^Vorzugsweise obedient man 
v isich ; : £,der- ":~Temperaturgradiehten-Gelelektrpphpr,ese , wie 
:sie "^terf indungsgemaS*i5beschr^ die - 

z& ^-tiiiethdde q-der:x. DEMOS' M 6 ^ 22 1 591 sskanii ' lye.rvenduhg f Inden , ^ 

- * ■-■ ' wobei r/cler Temper aturgradient bin « 'einer j^Plattenelektro- 
' ~- ~ -phoresevorrichtung -ausgebildet ;wird -?und ^die ctTrennung mit 

r. - \~'z ein'em - 'auf *- : eiri^r_>Platte i,angeordneten .Gel-— durchgef uhrt 
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. Will man. best ^iinmte -Nukleinsaurefragroente durch Amplifi- 
zierungsreaktionen wie der sogenannten. PCR (polymerase 
5 ' chain reaction) vervielf altigen, werden dazu Oligonukleo- 
tide .als sogenannte Primer . verwendet. Diese Primer werden 
so gewahlt, daB sie in der Xage sind, mit einem Teil der 
zu untersuchenden Nukleinsaure zu hybridisieren. Vorteil- 
hafterweise sollen die Sonden mit den endstandigen Regi- 
10 . . onen dieser zu untersuchenden Nukleinsauren- hybridisie- 
ren. Des weiteren ist es wunschenswert, die Primer mit 
. ^^Restriktionsschnittsteilen zu versehen, um^dze amplifi- 
" ' . ~r ziertenj Segmente in Vektoren einbauen korinen. In einer 
~ weiteren bevorzugtenT . Ausfuhrungsf ora Primer 
7 " ( . endstknd^^ aiif f 'die ,ai's ^Af f initatsligan- 

^ den* ^ . „ . - 



25 



In* Figur : . s i^isV etn bespnders bevorzugtes bligonukleotid 
/ welches; als_ Priierln. einer PCR 

20 ' .' ^ Der Primer Hnpl besteht aus einer 

r ^^ybridisiereiSeiT Sequenr l>\welchi}e^ -25 Nukleo- 

:• V'^'/^tideraufweistrr Zum freien Ende schlieflV sich^ eine G/C-Box 
" " "' aus vorzugsweise \- 20 bis 30 Nukleotiden*. an, gefolgt von 
7-einer Restriktionsschnittstelie sowie einer Oder mehreren 

chemischen" Gruppen f ..die- alsr. Aff initatsliganden dienen 
" "kdnnen.^Djii Primer 7 p2 besteht ebenf alls -aus einer hybridi 
; ^ierenden Sequenz • 2 / einer A/T-reichen Box mit 0 bis 2 0 
" ^Nt^leotiden Lange^ und einer Restriktionsschnittstelie R2. 
im Falle ~ der ; Mutantenanalyse innerhalb i h^chpolyraorpher 
Regionen ;ist ; es empf ehlenswert / die GroSe ; der Regionen 
' y C,~ D (Fig. v 10) so ^klein wie moglich, im .: Extremf all auf 
~ ^ .ajtf^ nur fine ± .pol^orphe Position 

^;Z7zu ^ri^ss^n.Z : J>^ s - ..sei einem. ^Beispiel^der^ Sondenkon- 
^^s&o^Lon^zm^vkeaxu^La der .6-Globin Thalassamie "Yugo" " 
.(iys-1-6 / T.-C) - exemplarisch ; ausgef^ri^ 1 —^^■ 
Ein. wichtiger Typ einer fi-G.lobin . Thalassamie ist die 
~ "splTcing4lutante "(IVS-l-eV* T-C)"~auf dem B-Globin Locus." 
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Diese Mutation verhindert das korrekte Splicing zwischen 
Exon 1 und Exon 2. Die Umgebung des mutierten Genortes 
IVS-1-6 ist in Figur 2 wiedergegeben. Es wird ein Aus- 
schnitt des humanen Bgb-Locus 622 00 bis 62 3 50 (GenBank- 
Sequenz HUM HBB_PREMRNA) mit intron-Mutante IVS-1-6 und 
den erf indungsgemaB verwendeten Primern gezeigt. 

Figur 3 zeigt das berechnete Schmelzverhalten dieser 
Nukleinsaure, erhalten unter Anwendung des von Gerhard 
Steger , et al . entwickelten Rechenschemas (Steger, G. , 
# '^Kaper # ^ J." u.^jliesner/ D. (1987) Nucleic Acids 
|tes. 15 , 5085.5103 j . ^bas in Figur 2 wiedergegebene Seg- 
ment sc^iie^t^die ^iriteonj l-B + -Mutation IVS-1-6 ein. -2 Die 
Nximerierung "korrespbndiert mit der GenBank : Sequenz HUM 
HBB_PREMRNA. Die optimale Sonde fur denktufierende Gele 
k^-k® 27 ^ . auf ,-. deBcl • ampiifizierten Segment 62233-62340. Der 
Primer la ist. ait einem "sogenannteri"G/C-Schwanz konstru- 
A ert B^i^i^ - wurden 

zur ^ Inte^aLtionrin deii Vektor pBR222. gewahrt. Die Berech- 

^ DNA-Denaturieimhgszustande 
von fi"Gipbin-Se^enten bei verschiedehenl Temperaturen 
fl£ir . : L . M .. NaC:1 si nd_ graphisch dargestellt . . Das In Figur 3 
da ^®stellte Sclimelzdiagramm ist wie folgtlzii verstehen: 
Auf^ der jAbszisse ist ^lie Position der Nukleirisauren ange- 
^eb^n ' T . y^x** d ' ~*4 ie ~" Ordinate die Wahrscheinlichkeit der 
:?£ r A n ^ bezogeh auf "die'spezif ische 

Ni^iyotidposition.. Die dritte Achse des dreidimens ionalen 
biagrammsl , entspricht einer TemperaturachseV" wobei . zu 
beachteri ist^ daB die Schmelztemperaturen^ eb'^hfalls ab- 

Iohenstarke ^des /Medixims/. Die Wahr- ; 
schelnlichic^ Basen-i 
paarel J 1st" iii ^ ^clirltten ^vbn ^0 75 TC "l3er echnet'f; Die drei^-: 
"dimenslonaTa^Zeich^ liTustriert "das'sequfeHtielle De-V 
naturietiingsvelrhalten^ kooperativ denatu-' 

rierender^'Regibneri. Wie in Figur 4 dargestellt, ernie- 
drigt ein interner Loop von der GroBe ' eine's* Basenpaares 
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r bei Position 62302 die S chmel z temper a tur der Region mit 
*. - der geiringsten Stabilitat. 

Die Figur 5 betrifft die Berechnung der tempera turab- 
hangigen Schmelzkurve in integrierter Form (5a) und in 
der dif ferentiellen Form (5b), wobei das Symbol (*) den 
Kurvenverlauf des Wildtyp-Homoduplex und (+) den Kurven- 
10 verlauf des Heteroduplex (Mv) als A/C-Fehlpaarung be- 

' " : ' deuten. . 

Die Figur 5a zeigt die theoretisch abgeleitete optische 
Schmelzkurve des Nukleinsauredqppelstrangs sowohl des 
;v'.15 ;. -»^Hoi^^ 5b zeigt 

7^-7- - — -die : ^s1^^ der iii Figur ; 5a ^ berechiieten Schmelz- 

* tC { * ^ioirve*. Es ist ^erkeiu&ar r daB der 'Heterpduplex (+++) im 
::; " BereiciT : der ~ : toermodyriamisch i^il^^Region' inf olge der 
r. ' " : .^ifeiltioxir dexitlich^ starker" r destabilisiert" ist als der 

* "20 — : 5 Hqmoduplex -(***)' aufgirund des;" in sogeriannten Mismatches 
"rrhe^orgehobene^r Inr diesem" Fall betragt 

3 -V- T '. die7 Schme ^Izpunicteroie^igurig dieser thermodynamisch insta- 
bilen Region etwa 4*C gegenuber dem "Hompduplex. 

" 25 . . /Die "Figur. 6 "zeigt /die "Analyse des 'amplif izierten Mutanten- 
:\ r: segments mit Primer la*," Primer lb . gemaB7Figur 2 und des 
": : " v ,: ^^mplifiz ierten Wildtyp-Segments auf der ' senkrechten Tempe- 

- - — ^ r mit ^eiriem r : linear en 
: r : * : " vr ' 1 r Gradienten 7 von 10 l?is- 60 • C • Die ; aqiiimoiar gemischten 

- ? r-r 3 0" * - ■ Fra^fmente : wurden nach benaturierung/Renaturierung aufge- 

^ : - ~" trageri. 1 Di'iP He^eroduplices- (Mv, Vm)"und "die~Homoduplices 
" -- aT ~ -/ r - "(v^>^Mm> ^\?erden^iau£gespalten igemaB ^der^'^phematischen 
-^ss^v ^^arkteilrfig ; * wurde 

^n-:- a. - » ^ |,^^^-£^^^^^^J|^entt-" wrde zwischen 5j ale. BamHl-/EcoRl 
"'- _ -'Vte^le^'v^ der homo- 

— ~ "i^Qjten "Miitaiit^ .IVS-1-6 'vufde.:amp"iif iziert : *mit BamHl und 
J^f-^sfehWtteri ^d^riaturiert und hybridisiert mit einem 
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klonierten .BamHl-/EcoRl-Fragment der yfildtyp ,gb-Sequenz. 
Die resultierenden Homoduplices (2 Banden) und Hetero- 
duplices (2 Banden) sind als vier unterschiedliche Banden 
reprasentiert. Die Y-formigen Konf ormationen wurden sta- 
bilisiert durch den Einsatz der G/C-reichen Oligonukleo- 
tid-Kette am stabilsten Ende der, zu untersuchenden Nukle- 
insaure (s. Myers/ R.M. et al. (1985)/ Nucleic Acids 
Res. JL3, 3131). Bei Anwendung der parallelen Temperatur- 
gradienten-Gelelektrophorese ergibt sich bei Mutation 
IVS-1-6 im Probenmaterial das in Figur 7 dargestellte 
Bild.. : ^ ^^- ^„; iV _ j; .v ■ ,. 

:;.-P ie ...^ur 2:: ^^zc die L ,j A ^° r ^°? J ^ li «L^ e i ne r Analyse 

■-<Z?&*^!&^**.z*J& und Test 

Stapdard .... ;(s . -3ig. • "'6 Pig. 2). Die 

: p *?^^"^»'„ " i^^die: : lVS-l-6rMutationl enthalten, 

■■■ weis 5 n .^fne .zweite ;= Bande auf . Da_ die Test-DNA nur einen 

■ markierten Strang enthalt, enthalten nur.zwei ' der ^ vier 

's. Ba £ de . ' x*dt£oaXfcivez Markierxmgr . (sy^;Einschub in Fig. 

-7 K\ '. ^^TP^A 1 ^*^? yerlauf t zwischen 

^ 25^und 65 rc. ;£ . :. ^ < . .• , Y . l : ' ~ 

Das .:? 3 5P er f ment 2 ® igt: daruberhinaus , daB das Mutantennach- 
weissystem nicht. nur zum qualitativen sondern auch zum 
;.^5f4^ t f5** i y e : n '^^w*i s '" geeignet .ist. Das im molar en Unter- 
_ r schuB zugesetzLte: . (radioaktiv) markierte: ? Markerf ragment 
(V7ildtyp) yerteilt sich nach Denaturierung/Renaturierung 
-> anteil fg auf. diet; beiden Allele. Die Mutation • des : einen 
.. A1 ^S 1 ® < vi ia i t S ; - k ® v-S en ^J : 3- nf lufi - ~ au ? die . *' 1 ? L 1 Verteilung des 
L Mar £f5 s 'llilPf E ^?^ er :.^®^K ..unterhalb . 

der,..experimenteilett^Fehie rib':- V) -iur Verschie- 

^i^E^fs : ^^^efaaltnisses ^bgi »' Jj^t^^er/^ntrae'J 
: f ? and JH d 'J^^aii~derj:]glei^verte^ nicht 
*;.f?^4^. ~^ n ?*i 2 i e i^ 1 ^?^ Geiaisch. ^vorhandenj^is t ,' kann ^er 
; e ^®^ : 2 . ug ®?®^ 2 ^^ e ^ dei ?' .. Ein integer ^Standard def inier- 
S: ter:.Kopien|ahl J^ara^dazuidienen, _ein , JTemplate quantitativ 
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zu erfassen, venn es sich in einer. Mutation : vom Standard 
unterscheidet. Da exakt identische Primer, eingesetzt 
5 werden, wirken sxch Plateau-Ef f ekte, ungleiche Primer- 

konzentrationen oder schlechte Replikationsef f izienz 
immer streng symmetrisch auf beide Komponenten aus. Wenn 
sich Standard und zu messende Zielsequenz . nicht um mehr 
als Faktor 100 , vorzugsweise 10 unterscheiden, laBt sich 
10 die Kopienzahl uber das Signalverhaltnis korrekt ermit- 

teln (Fig. 9). Experimentell bedeutet dieser Ansatz eine 
starke, Vereinf achiing, da. die. Polymerase Chane Reaction 
(PCR) unkontrolliert bis in die Sattigung getrieben 
werden kann. ■ * ■ ~ . r : v - * 
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Die Figur 9 verdeutlicht schematisch - das Verf ahren, das 
in Figur 7 iDeschrieb^T wird. 3 Es: wird T der zu" r amplif izie- 
renden DNA. ' e in Standard / bekannter - Konzentrationen 
(KopienzeJilj " zugesetzt> wobei sich der r Staiidard in minde- 
stens einer Mutation, z.B. einer Punktmut~atiqn, von der 
zu analysierenden Nukleinsaure unterscheidet. Diese 
; Mischung wird einem ^enzymatischertr:; Amplif izierungsver- 
fahren bis zur Sattigung unterwor f en ; - Danach wird dem 
Amplif ikationsgemisch "im UnterschuB der "Standard in mar- 
25 .kierter Form, zugesetzt. Nach mindestens einem Denatu- 
rierungs/Renaturierungszyklus wird die "Markierung im 
zedaleximaBigeh"";Verhaitnis yom internen ^Standard- xind zu 
v quantif izierender ^Zielsequenz in "dierentsprechenden Homo- 
. und Heteroduplexe 'uberfuhrt.- Die Trennung der Homo-, und 
Heteroduplexe erfolgt mittels TGGE . . Das Verhaltnis der 
Signalintensitat der ' entstandenen Bahden T ergibt nach 
" Mxii^i^i^t^n lal^';^ "Menge der : 

"V. zu^Hesti^^den iel sequenz ~ ^ ^^^^^^ .- 

Eine. besoriders^ein und '%£ f ektive Prbbenyorbereitxing 

fu'r ""die Ahaly sender 'z\T*:'u^ Nukleinsaure wird 

" . "(lurch "die Vefrwehdung" eines" Primers- mit Af f Initatsgruppen 
" ^ . ermoglicht . ^Al^VAf f iriitatsgruppen; 
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Histidyl- und Biotinylreste in Frage. Im Fall der Histi- 
dylreste kommen zwei bis acht, besonders bevorzugt sechs 
Histidylreste zum Einsatz. Dieser chemisch modifizierte 
Primer wird dann an eirien polymeren Trager uber entspre- 
chende Aff initatsgruppen fixiert. Im Fall der histidyl- 
modif izierten Primer empfiehlt sich ein an einen poly- 
meren Trager gebundener Chelatkomplex aus zweiwertigen 
Ubergangsmetallionen, wie Kupfer und Nickel, und Nitrilo- 
triessigsaure, Die freien Koordinationsstellen des Uber- 
gangsmetallions werden durch zwei Histidylreste besetzt. 
Da Primer und Histidylreste kovalent miteinander ver- 
bunden sind, wird auf diese Weise der . Primer ..an die . poly- 
mere Matrix gebunden. Komplexe sind fur rekombinante 
Proteine (EP-A-0 -282 : 042, .EP-A-0 186 .069) /an NTA-Harze 
beschrieben worden _(EP-A-0 253 ,303) . _ Werden . beispiels- . 
weise Biotinylreste _ kovalent an den Primer gebunden, 
empfiehlt sich ein^polymerer Trager, I der ..Avidinmolekule . 
kovalent gebunden, hat. . .. = . r - , . -'-"-.L;7_ h^:l- 

Als polymere /: Trager : kommen entsprechend. modifizierte 
Membranen oder . .entsprechend modifizierte Partikel in 
Frage, Der polymere Trager soil .mechanisch . hinreichend 
stabil sein, urn. bei Operationen auftretende Druckschwan- 
kungen* aufgrund von Durchf lufl unbeschadet zu uberstehen. 
Werden nun Nukleinsauren,mit Mutationen junter Verwendung 
des • beschriebenen Primers ^amplif iziert^so; bilden sich 

„Doppelstrange aus, .welche an einem _Ende ^, ( Pr imer-vermit— 
telt) besagte Aff initatsgruppen tragen..- Nach erfolgter 

. hinreichender^Amplif izierung bringt man .-das^Reaktionsge- 
misch mit dem ^polymeren Trager und, daran cfebundenen Af- 
f initatsgruppierungen . .wie r Nickelchelate^ Avidinmole— 
kulen* zur Umsetzung*. So werden spezif isch *. die ; durch Vdeh'2" 

.Primer'- ^piif^ziert^n ^Sequenzen_ an_ der Oberf lache des '*"" 
feisten Trager s Jgebunden.' Dies; kann: entweder in einem 
Batch-Verf ahren bder^ in Form einer Saulenf iltration er- 
folgen. Durch . diese, Vorgehensweise werden, die unerwunsch- 
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ten - -Enzyme und Reagenzien, welche zur Amplif ikation 
bendtigt werden, einfach und schonend abgetrennt. Die an 
der Matrix gebundenen amplif izierten. Nukleinsauref rag- 
mente konnen nun in einfacher Weise mit einer markierten 
Nukleinsauresonde, die vom Wildtyp abgeleitet ist, inku- 
biert werden. Durch . einen oder mehrere Denaturierungs-/ 
Renaturierungszyklen bilden sich Heteroduplexe, die nach 
Elution vom polymeren Trager, etwa durch Variation; der 
Puf f erbedingungen oder Auswaschen mit einem Kompetitor, 
der Analyse direkt unterzogen werden konnen. Die so auf- 
gearbeiteten ' Proben^ konnen zum Beispiel. unmittelbar der 
;Temperatuf-Gelelekt^ unterzogen werden. 

Die Pigur 8 stellt ein erf indungsgemaBes Schema zur TGGE< 
gerechten" Pfoben^rbereitiihg dar Der Primer Hnpl tragt 
einen Oligo-IIistidyl-Rest als 5 1 -gekoppelte " Seitenkette 
und ; _ist sbmit f_ unter. ; 5 heutralen . oder ; alkalischen Be- 
dirigungen - an: NTA-Liganden tragende^ 'Eestphasentrager zu 

: ' binden . : Bei Udiesem _ Schritt werden: kontaminierende Enzyme 
und .;Reagenzienv?en^ Zugabe ideff Nachweisrea- 

genzes und .-, evehtuell "iriternerr Marker substanz en wird der 
Denaturierungs-/Renaturierungszyklus durchlaufen. Auf 

-diese Weise werden die. umrahmten Strukturen Mm und Mv 
(markierter Homoduplex/markierter Heteroduplex) zur TGGE* 
Analyse yerfughar. Das heiBt, " der; zweite Strang des Ana- 
lyten wird in der nachf olgenden TGGE— Analyse nachgewie- 

• sen •"■tl - \7 ' — ~'\ ;\v ::: ~ ...'V .:i \ _ : .r ~;._ir* * 

Die erf indungsgem^e - Vorrichtung, die ;in den Anspruchen 
.51/- bis -.'62 ;*bean^^cAt r ' - wird , r r eriaubt^ c 'insbesondere die 
burlshf to'rtm^ . Die Vor- 

richtung besteht 'faus ; mindestens zwei Heiz- oder - Kuhl^ 
vorrichtungen ^ oder" einer ~Heiz- und - einer KQhivorrichtung 
zxim* /"Auf baii r des; ' Temperat^gradienterir". Die' Heiz- oder 
Kuhlvorrichtungen sind mit Warmereservoirs verbunden, urn 
die nach dem erf ihdungsgemaflen Verfahren geforderten * 
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Energief lusse zu gewahrleisten. Die Warmereservoirs und 
Heiz- oder Kuhlvorrichtungen sind so ausgebildet, . daB 
5 sie einen ein Trennmedium enthaltenden Hohlkorper voll- 

kommen umgeben, Dieser Hohlkorper enthalt die zur 
Trennung verwendete Trennmatrix oder das tragerfreie 
Trennmedium in seinem Lumen, Zum Aufbau des reproduzier- 
baren Temperaturgradienten oder bei isothermer Verfahrens 

10 weise zur Gewahrleistung eines reproduzierbaren einheit- 

\ lichen Temperaturniveaus des Trennmediums ist der Hohl- 
korper von einem Thermostatiermantel umgeben . Dabei kann 

- ^ -^^derj Thermostatiermantel , vorzugsweise thermisch leitend 
mit dem Warmer eseryoir oder den Heiz- oder Kuhlvorrich- 

15 tungen verbunden sein. 

In ..einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm kann der Thermosta- 
~ . tiermantel /durch , eine Metallplatte gebildet werden, die 
., . . mit " Bohr^ingen. "versehen ist, ; in die der das Trennmedium 
20 . / . : ; *erith^ vorzugsweise Glas- - oder Kunst- 

stof frohrchenr r 3:{ eingef uhrt"- werden konnen Vorzugsweise/ 
.\i : werdeit-^zwei Metallplatten -<mit eingefrasten parallelver- 
; lauf enden r.Nuten verwendet, wobei di& ; ■ durch die Nuten 
\ ehtstehenden \ ; Aussparungen nach . dem Zusammenlegen der 
25 Metallplafcten der auBeren Form des- zur Trennung verwen- 

"deten. Hohlkorpers _\ entsprechen und die Metallplatten in 
. _urimittelbarem Warmekontakt stehen. 



30 



Die Figur 10 zeigt schematisch den Aufbau einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform der erf indungsgemaBen Vorrichtung. 
Figur > * la _r,zeigt ^einen ^ . Querschnitt . durch den von einem 
.Theraostatiermantel ;_umschlossenen Hohlkorper ; mit v innen 
.aiigeordnetem Trennmedium langs .der Linie , A -7-, A . -7 

Die Figur 11 : \zeigt eine weitere . bevorzugte .Ausfuhrungs- 
form der erf indungsgemaBen Vorrichtung -zum Aufbau eines 
ze it lichen. Temperaturgradienten, :' \ 
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Die Figur 12 zeigt schematisch eine Ausfuhrungsf orm der 
erf indungsgemaSen Vorrichtung, die eine Vielzahl der zur 
Trennung verwendeten Hohlkorper aufnehmen kann. 

Die Figur 13 verdeutlicht schematisch den erf indungs- 
gemaBen Verf ahrensablauf mit einer V<prrichtung gemafl 
Figur 11. 

Die Figur 14 und 14a zeigt eine bevorzugte . Ausfuhrungs- 
form der erf indungsgemaBen .Vorrichtung ..gemafl Fig. 12. 
Hierbei ist~ der "Theraostatiermantel aus ' einer aus zwei 
-Teileh bestehenden Metallplatte 2 gebiidet: : Der. . rohrenf 6r- 
migeV das Trennmedium enthaltende Hohlkorper 0 w in'auf 
beiden ' Flatten "pafallelverlaufenden ' : Nuten : gehalten . 

Die Figuren* l^a> \- 15a s und b zeigen elnen rseitlichen Quer- 
r schriitt~ c durch gdie Vorrichtung gemaB 'Figur -i4 langs der 
Liriie : B B^"wobeI Figur "15a :/als MoWentaufnahme in 

sbhemat ischer - Form die Probenauf riahmer demonstriert . Die 
Figur 15b zeigt : Idie VorrichtungV irt:- betriebsbereitem Zu- 
stand, indem der zur Trennung verwendete Hohlkorper je- 
weils oben-uhdunten in ein Puf f erreservoir 50 eintaucht. 

Die in/Figur^lO'dargestellte bevorzugte Ausfuhrungsf orm 
besteht -aus zwei Heiz- Oder . Kuhlvorrichtungen 1 , 2 mit 
den^ dazugehdrigen . Temperaturen .T 2 und. T^. * Diese Heiz- 
bzw •'r KiUiivbrrichtungen 1, 2 sind- leitend :f mit Warmere- 
servoirs . 4 5 verbunden. "Die Heiz—; oder Kuhlvorrichtun- 
gen rsowie -"das ^Warmereservoir weisen vorzugsweise zen- 
. trische v : Durch}^ n au£ I ^ r Durch * ;diese- c Bohrungen ist 

^angebrdnet + '^&n^SS^^6x^Br^ S^ist Fvbn ST ei^m Thermosta- 
/tierjaaritel 7 allseitig umschlossen. Vorzugsweise befin- 
"det * ; s ich **" der.^Hohlkorper v 6 n im Thermostatieinaantel 7 z en- 
triert. Der Hohlkorper 6^: r ehthilt ' in* seinem Lumen das zur 
Trennung ve wenaete^Medixim . ~Der Theraostatiermantel 7 
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besteht, vorzugsweise - aus warmeleitendem Material, be- 
sonders bevorzugt einem Material,, aus ^ dem auch* die 
Warmereservoirs hergestellt sind. Die Temperaturniveaus 
1, 2 werden vorzugsweise durch Peltierelemente, thermo- 
statisierbare Fliissigkeitsbader Oder elektrische Heizun- 
gen 9 beheizt bzw. gekuhlt. Am Ende der Trennstrecke ist 
eine Detektionseinheit 10 vorgesehen. Die Fig. 10a zeigt 

die Situation im Querschnitt langs der v Linie A A. 

Der Zwischenraum zwischen der auBeren Wand des Hohlkor- 
pers 6 und der inneren Wand des ^Thermostatiermantels 7 
F ist vorzugsweise durch eine viskose, Flussigkeit 8 ausge- 
fullt • Das Trennmedium : f ullt yollstandig-den ^Querschnitt 
des Hohlkorpers^ 6.. Der T Hohlkorper -6 ^ ist ^vorzugsweise 
zylindrisch^ ausgebildet , : besonders ^ bevorzugt als Kapi- 
liare. Die an einer beliebigen Stelle der Trennstrecke 
herrschende. Temper atur berechnet sich r nach der Formel T 
= T^ (T 2 - - T^j ^/(d^ + d 2 ) • Dabei bedeutet d x der 
Abstand des Ortes - yon der Temperatur r T\^ und d 2 der Ab- 
Lstand; des : Ortesc yon^dieir - Temperature T 2 > - die r j eweils an 
deh~ .Temperaturniveaus _2 1 herrschen. , - 
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. Die _ Fig. -11 .zeigt eine bevorzugte r Ausf uhrxings form zur 
Durchfuhrung des erf indungsgemaBen Verfahrens als einer 
von einem zeitlichen Temperaturgradienten uberlagerten 

. Elektrophorese.^ Sie ..besteht aus drei Temperaturniveaus 
1,: 2., 3 lr die vorzugsweise wiederum mit Warmereservoirs 
verbundexn sand. Die Komponenten Hohlkorper -6, Warmeaus- 
tauschmantei^?,; Detektionseinheit 10, Heiz- oder Kuhl- 
yorxichtunig 9 sind ^mlich der- Vorrichtung gemaB Fig. 10 

^ausgebildet. ^Lediglich der Thermostatiermantel 7 ist mit : 

..dem ^Wa^^ ^pder .^Kuhl vorrichtung am : 

Temp er a turni\nsau^- 2 ^ thermi s ch ni cht lei tend \ v^rbunden . ir 

, Die Figuren Jl3a bis j. 13d ,zeigen : denlVerf ahrensablauf wie 
.er beispielsweise r mit' einer .Vorrichtung gemaB der Fig. 
11 ausgefuhrt yird. Der Gradient des elektrischen Feldes, 
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das zur Trennung verwendet wird, ist in Richtung der 
Abszisse aufgetrageri und symbol is iert glcichzeitig be- 
liebige Orte der zu durchlauf enden Trennstrecke • Auf der 
Ordinate sind einmal in positiver Richtung die Tempera- 
turniveaus in Abhangigkeit vom Ort eingezeichnet (Fig. 
13a) . Die Wanderungsgeschwindigkeit der Komponenten der 
zu trennenden Probe ist durch Stuf enf unktion unterhalb 
der Temper a turkurve dargestellt. Z.B. ist die Wanderungs- 
geschwindigkeit (V) bei T 1 (t Q ) ungefahr gleich Null. 
Aufgetragen wird die Probe bei Temperaturniveau T Q , das 
in diesem Fall einf achheitshalber "gleich dem Temperaturni- 
veau T 2 ' * am Ende der "Elektrophorese-Trenristrecke sein 
soli. "Nach Auftrag nehmen "die Stof f e" l^und 2 das gepunkte- 
te ? Volumen in bezeichneter Position eiru Die Probe wan- 
dert langs "des ' Feldgradiehteh in' dem^Trennmedium, bis 
sie das Temperaturniveau T^ erreicht. Wenn beispielsweise 
die Probe' aus Nukleinsaureh besteht, 0 erf ahren diese, hier 
eine teilweise Denaturierung durch Aufweitung des Doppel- 
. strange: in ;sogenannte^ ^ H IjOops ,r . - Dadurch^bedingt wird die 
Wanderungsgeschwindigkeit reduziert. Die ~ Probe wird auf- 
konzentriert: an der Grenze zwischen T Q - C und T^. Diese 
Situation ist in Fig^. 13b in Form des geringeren ~ Volu- 
mens dargestellt (Zeitpunkt t^) ♦ Die "Temperatur des Tern- 
peraturhiveaus wird nun abgesenkt als Funktion der 

Zeit. Die 4 thermodynamisch stabilere Fraktion, in Fig. 
~ 13a. al& Fraktioh'Nr-* 2 gekennzeichnet,^ schlieflt nun die 
Doppelhelix xxnd 1 gewinnt "hohere Mobilitat. Dadurch bedingt 
beginnt. diese Fraktion in das ~~ Trennmedium zu wandern. 
Fig. 13d zeigt nun "die Situation' bei einem Zeitpunkt t 3 , 
"biei 1 'dem. Ji JciieJ* Temper^ ist, daB 

" iaudh^die" ^ thefraod^^iscK iristabilere Probe| 9 hier mit der 
~ Nr ^ 1 gekennz ^^i"ctuiet ^ ^Ti~t "der", Wand^rung 'durch das Tr ehn-j 
* medium" beginnt^ " Die^Kdmpon¥nte ^ ~Nr . 2 f hat in dieser Zeit 
'"allerdi"^^ einen 7 betrachtlichenr Teil der Trerin-' 

~ strecke" durchlauf en* p'der sie bei entsprechender Dimensio- 
" nierung bereits verlassen, wo sie detektiert werden kann. 
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Diese Ausfuhrungsform verwendet vorzugsweise eine sehr 

. . kurze. Kapillare. mit Trenhmedium und lafit sich an drei 

5 thermisch voneinander getrennten Bereichen thermosta- 

tieren (T Q , t ± , T 2 ) . Die an der Temperaturgrenze zwi- 

- : schen. T Q und T x stattf indende partielle Denaturierung, 

beispielsweise von Nukleinsauren zur Bildung interner 

"Loops'* , kann durch entsprechende Reagenzien unterstutzt 
10 werden. 

An den Grenzen der einzelnen Temperatumiveaus kommt es 
; , , ;. j edoc^ uber einen f lussigen Warmetauscher ,.,'zu unscharf en 
\-Vj; /i -/J?^P ej :*^^ r 9r«nz«n # • • so dad d£e, Darstellung gemaB Fig. 12 
■ ; - al? • fdealisierta; Rechteckform ; yon* Temperatur und 

:c . : ^ ande ^ gs ?®*?kwindigkeit gesehen verden" soli. Urn trots- 
. _ . , deni . eine mogiichst scharfe. Grenze.jier Temperatumiveaus 
" , - zu r- g«wahrleisten , wird- beyor zugt , Temperatumiveaus 
-i?2 /T l/?o nicnt warmeleitend zu/yerbinderi V . 



■ V . ; : ;:; D .f es ^- : -erfindungsgem^ Verfahrensweise ^ist" auch mit 
j - jr f lachigen Trennmedien reali_siirbar>; T ^dl^einseitig tem- 
'. periert warden,- wie es; fur einxach'e- raumliche Temperatur- 
. ^ . r gradienten in der deutschen Patentanmeldung P 36 22 591 
. 25 beschrieben ist. 

- : :,': Die ' Fig * 12 zei ^ t ;beyor;6ugte "Vorrichtuhg, die da- 

_ . . .\ durch - gekeni ? 2eichne 5 ~i**?r • daB : Heiz- und Kuhlvorrichtun- 
■ gen 1, 2 mit den entsprecnenden-..Warmereservoirs 4, 5 
:. <sine Vieizahl der Hohlkorper 6 auf nehmen; . konnen , .. indem 

.. a /^f> : ,Y® rri ^ ung ^_ 1 i' ^ d .- 4 ^^ 1 £ c ^^' i -? .- 4a, 5a - 
. ^ g ®? tal ^ e ^ ®*" d «« d eine Vielz^l^onT Durchbohrungen 
: ;- 1 t f auf weisen durch^^die die" jHo^Jo^^^.hinausragend 
...^^gf^f^eis?!.^ ^dseitig ^^haus}^ sind. ; 

;':^i«f«^..Vp^chtiung_ x hat : 'den' Vo^l^li^'Jicfi'" mit einer 
. ^^^^tamg^eine GroBzahl von ^aiysen^mit dem Ziel der 
, ..Rf^ ft } ct . i ? n . .. Vi ° n .bekannten* Oder "u^ekateten" Mutationen durch- 
f^ren iaBt.- Die Vorrichtung gewahrieistet , " daB mehrere 
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Proben gleichzeitig unter; Temperierung durch yerschiedene 
Thermostat ierelemente, j edoch' mit je einem gemeinsamen 
Heiz- oder Kuhlsystem analysiert werden konnen. . Eine 
bevorzugte Ausfuhrungsf orm ist auf das Format Mikrotiter 
(96 Well) adaptiert im Sinne linearer Mehrkanalsysteme, 
vorzugsweise 8 oder 12, oder einem 96-Kanal-System. Als 
"Read out" -System f inden vorzugsweise f luoreszenzmarkier- 
te Nukleinsauresonden Verwendung, die optisch "durch 
handelsubliche Detektionssysteme am Anf ang und/oder am 
: - Ende der Thermostatiervorrichtung als Fuhktibn der Trenn- 
- : r r dauer und orts f est * ~ registriert werden' 1 kSnrien . Damit 
lassen sich mit Hilfe von geeigneten Reagenzienkits Muta- 
1 .? - - i f r: t ionen ,in genet is chem ^Material -automat isch auswert en . 
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Die ;thermische r Aquilibrierung der jeweiligeii Heiz- foder 
- : Kuhlvorrichtungen kann^ homogeh : " elektrisch v ftber Heiz- 
: drahte , .vorzugsweise j edoch r - uber ; Peltierelemente erf ol- 
~gen .r Auch f lussige -Heizyorrichtungen 'in- Form thermosta- 
- tierbarer . Flussigkeitsbader ^kominen in Fragfe»r Hierbei ist 

j edoch darauf zur-achten; ; da's die^mit-* dem, -thermostat ier- 
~ baren Ummantelungen der Kapillare verbundehen Heiz- oder 
. : Kuhlvorrichtungen gegenuber kllen Ummantelungen nahezu 
identische Temperaturen an den jeweiligen Ubergangs- 
-stellen aufweisen. Dieses laflt sich durch eine symme- 
- ~ '"' ■ trisch ^gebaute ~ Peltierheizung/-Kuhlung 1 realisieren oder 
. .. .i^ durch- 
stromte Kahale, * wobei die Summe der Temperaturen gegen- 
uber liegender Flusse* an 'jeder Kapillarposition nahezu 
-^identisch bleibt. -7«- --: — ^ — ~ 



TDie^terfi^^ 

^Gelelektrophorese^^ fur eine 

^"Vorgehensweise , " bei- ^der ein^ v TempUratu^ nicht 
- ? - r^umlich dimehsibhiertT v ist i?~ -sonliern * L zeitiich variabel 
;~bzw. zeitlich gradientenf ormlg aufgebaut wird. Darunter 
Vist, zu verstehen, daS ein Heiz- oder Kuhlreservoir mit 
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einem zeitlich def inierten. Temperaturprogramm geregelt 
wird, wodurch .sich die. . Mobil itaten . der = zu trennenden 
Molekule letztlich als Funktion der Zeit steuern lassen. 
So laflt sich zum Beispiel eine offene zirkulare Nuklein- 
saure oder auch eine partiell denaturierte doppelstrangi- 
ge Nukleinsaure bei hohen Temperaturen im Gel quasi 
••arretieren" und erst nach. Ablauf einer bestimmten Zeit 
durch Sunken der Temperatur nach reversibler Strukturriick- 
bildung in dem Trennmedium mobilisieren. . Dies gilt fur 
die Trennung in Kapillaren . und auf f lachigen Tragern . 
De . r . Vorteil dieser Technik . liegt darin, :,daB hierbei 
,^ B _ e - rs *L * u £ 2e Trennstrecken realisiert werden korinen . 



TO 
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PA e = •? > ^^H? c ?l e . I l J ;Figuren^i5a-; und: Jb . zeigen ?-eine bevor- 
2 . ug ^ e v °rrichtung zur Durchf uhrung des erf indungsgemaflen 
Verf ahrens f ^in .yelches ;gemaB .Figur^l4;. 12 .Proben simultan 
analysiert vrerden : konnen. Es ist- erkennbar/'daB insgesamt 
. 4 j: Te ™P e 5?5 u ^ ni Y eaus V biLs T 3 .yariabel ^geregelt werden 
. k ^™f n V--^A^/^ d ^ eser .\ b Vorrichtung lassen sich 

S :? vo ^ ^^ Ldh& K : zeitliche : alV^auch?:Koinbinationen aus 

, 2 ?^ li .. c ^ en : .^ und '. z^itlichen Gradienten . , aufbauen . Diese 
eEf indun ^ s 9 ea,aBe , Vorrichtung ist besoriders : geeignet, im 

.^oratorium die Parameter zur Trennung- der C zu "anlysieren- 
deir Proben zu optimieren. - 



<30 



^ Die F ^? UJ - ^/^zeigt eine. bevorzugte . Aus fuhrungs form der 
1 ^^^^sgemaflen - Vorrichtung. : Es sind insgesamt 4 regel- 
. bare b ? w - Kuhlvorrichtungen: (35 bis 38) vorhanden. 
- ^ em P- e 5 a - tu ? rni y eaus T 0 bis ~ T 3 sind unabhangig vonein- 
ander re ^ e3 - b ar . Die Temperatur wird durch lEinleiten ent- 
. spre< T hend tem P eri ®F ter . Flussigkeiten, durch die' Zulaufe 

;^^»sagypirg. f ^ihgestgilt . f- Auf , gd«r-f^eq^ubajriiagftnd#n " 
s ®y^ d 5?4 z ^fJ.?f se 4 _° verden die . zur Temperierung verwen- 
d *J^^^Ji us f?-? k *^ en r durch. entsprechende. , Ablauf e (hier 
n * cht ? e _ zeichn . et ) ab 9eleitet. Der das Temperaturniveau 
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3 5 bildende Metallblock ist mit Durchbohrungen versehen, 
"in welchen die zur Trennung verwendeten Hohlkorper 6 
durchgeschoben werden konnen. Die den* Thermostatiermantel 
5 bildende Metallplatte 7 ist aus zwei Teilen, die vorzugs- 
weise verschraubt sind, aufgebaut. In dieser Platte be- 
finden sich an jeweils - gegenuberliegenden Positionen 
eingefraste Nuten, die auf den Durchmesser des Hohl- 
korpers 6 abgestimmt sind. Die Metallblocke 35 bis 38, 
10.. welche die entsprechenden Temperaturniveaus. bereitstel- 
len,..sind mittels eines Verbindungsstucks 43 durch 
Schrauben mit dem Thermostatiermantel 7 verbunderi . 

Die Figur : 14a~ zeigt einen Querschnitt der c iri Figur 14 
15 gezeichneten Vorrichtung langs'cLer Linie i: B' B. per 

- zur ' Trennung diehende Hohlkorper *6 'durch&rihgt die den 
~ Therinostatiermantei bildenden Hohlkorper "7 vollstandig. 
; Vorzugsweise bef indet sicti : im Zwischenraum, der zwischen 
* ■ . : /Hohlkorper \ 6 ^und "Thermostatiermantel: " 7 gebildet wird, 
20 eine viskose Fiussigkeit. ; Die Metallblocke 37 und : 38 
sind _ thermisch v lieitend: durch: J r d£rekten 1 Kontakt der 
- planaren Seitenf lachen . ;mit. deau .Thermostat iermant el 7 
verbunden. Vorzugsweise sin<i die i Blocks *3 7;^38 und der 
Thermostatiermantel 7 aus dem- sellDenilaterial gefertigt. 
25 in einer besonderen Aus fuhrungs form sind. diese Element e 
der- erf indungsgemaBen Vorrichtung einstuckig. Die das 
T - 1 Temperaturniveau T Qf T 1 aufbauenden ^Metallblocke sind 
r . . beispielsweise einstuckig mit :dem den : Hohlkorper 6 urn— 
fassenden Thermostatiermantel." Die. "die Temperaturniveaus 
30" t q# T^ aufbauenden Metallblocke 35, ."3 6 ,.sind durchbohrt . 



Die Bohrungen in den verschiedenen Metallblocken und dem 
"Thermostat iermantel - werden'iur bettog'^^^ / so <* aB 
"der - zuir Trenriurig verwend^^ r %urch die aus 

^den ;einzelnen * Elementen ~-35 /^36 /T r 37 ^undr^8 ^aufgebaut e 
"Vorrichtung Sihdxif^giaschoben werden^k^^ Die Metall- 
blocke 35 bis" 38 sind mit den 'S^i^SQc^qvS^lS (Quer- 
schnitt) versehen, durch welche die zum Aufbau^ 
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des jeweiligen Temperaturniveau's verwendete Flussigkeit 
hindurchstromt . 

•Iia folgenden wird beschrieben, wie das in der Figurenbe- 
-schreiburig zu Figur 2 und 3 beschriebene Gemisch aus 
markierten Hybriden, die einen Homoduplex und einen 
-Heteroduplex (Einbasen-mismatch) reprasentieren, getrennt 
wird. Die zwei in der Figurenbeschreibung zu Figur 2 und 
3 beschriebenen klonierten Inserts (Wildtyp und IVS-1-6) 
wurden in Form ihrer EcoRl/Bam HI verdauten Plasmide (je 
45 ng) gemischt. Ihnen wurde in limitierter Menge (9 ng 
bezogen auf _,Plasmid). .das radioaktiv „ markierte Insert 
. beigemischt , .-. v wobei- ; ■ der : ... Radioaktiyitatsmarker durch 
32P-dATP,_ dCTP^dGTO^^dOTP-Einbau^mit .Polymerase-l Klenow 
Fragment erf olgt.* pie .spezif ische^^tiyitat^.betrug ca. 

' 10 . t ' ,< ^/ p *?*L fS^ 1 ** 8 *® 1 . 1 * • PA* Mischung .vrurde.in 55 fil 
Puffer 10. . mM . JTris , 1 mM , EDTA ,., pH „ 7 , 5 v bei - 9 8 • c fur 2 
Minuten :: denaturiert und- nach Einstellen auf :25j5 : mM j NaCl 
: bei 5&.* C.^Eur ; eine- Stunde r ena tur i ert i - . Die- ' DNA jwut de mit 
-2, 5 .Vol^Ethanol 30. Minuten bei -20*C gefallt/imit 80 % 
Ethanol. gewaschen und getrocknet. : Die-: -Probe "wurde in 
°' °h~? ..' TBE ^Bromphenolblau auf genqmmen.. 13 . 000 cpm. in 3 
Ml wurden auf.einer planen Platinelektrode (Fig. 15a 30) 
als^ Tropfen .40 yorgelegt". Der Probenauf trag . erfolgte 
f^ e -^?? phorefc - is ^,v: nach Eintauchen der Kathoden-seitigen 
Kapillare durch ; Anlegung eirier Spannung von : 100 V gegen 
die . ; geerdete- Plat inkathode ; 3 0 (Fig. 15a) - fur je 2 
Minuten. Da der. .TBE-Puf f er (89 nM Tris, 89 mM Borsaure, 
2 .' 5 " JEDTA;--.^ PH:^8, 3 ) _ in Richtung . L hoher ■-. pH-Werte eine 
bohe . Pufferkapazitat . auf weist, ..wird ..die .. Probe trotz 
.niedriger^Puf ?£rkonzentration (0 , 01 ;xJ.-TBE) , nicht urn mehr -V 
^ine^pH- L Einhe it ^alkal ischer ( pH^.8 , 3 r - bis 9^3 ) .WCa. j 50 ;. 
.% de r m arkierten' Nukleinsaur e wird auf diese ^Weise vomf : 
Gel .auf genommen. a - ... ~ .. ^ ._' ' 'J' . / 
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Als Kapillaren wurden "gefullte Glaskapillaren mit 5 % 
Polyacrylamid-Gel und einem Innendurchmesser von 0,45 ma 
5 -\ - verwendet. Die Puf f erbedingungen waren mit 0,1 x TBE, r 4 
M Harnstoff gewahlt. Die Figur 15b zeigt schematise!* die 
erf indungsgemaBe Vorrichtung beim Elektrophoresebetrieb. 
nach erf olgter Probenauf nahme werden beide Enden der 
Kapillaren 6 in Kontakt mit je 100 ml Puf f erreservoir 50 
10 gebracht. 

' a). Die Probe wurde 'in einem raximlichen "Gradient en aufge- 
' - y ~ r i:: trennt = (T^ - » '3 0 • c ; ,T 2 y 70*c) .yy V ^ ^ 

/ * irr Tabelle 'i : zeigt "die Dif f erenz ; der Wanderungsstrecken 

15 '-;**des -Homoduplexes. verglichen mit der jeweiiigen Wande- 

rungsstrecke des Heteroduplexes in cm; Im erwarteten 
: J Temperatur interval 1 "io • C bis 50 *C ergibt : sich die 
:; "experimefiteii' gewunschte Auf trennurig der '^Signale. 

20 Elektrbphorese-" " bifferenr der Kapillargel-Fosition 

dauer (mini) ■ ~ (mm) j von. Wildtyp Fragment und 

^ lVS-l-6-Fragment ' 
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Analog. der Vorgehensweise _der Figuren 13a bis d wurde 
die Probe a.uf _der Seite T Q aufgetragen. (T = T 2 37 
= T 3 =,30 # C) und die Trennung uber die 4 mm Trenn- 
strecke mit der Temperatur durchgef iihrt • Nur 
die Proben, die T 1 im Tempera turintervall (4 0 < T ± 
< 50) passiert haben, werden aufgetrennt. 

- 10 Wahrend der Elektrophorese * wurde erf indungsgemaB das 

Temperaturniveau von T 1 linear abgesenkt. Die Proben, 
~ *v : : Jpiapp ^iinterhalb ,der .Temperatur erreichen, bei der 

die Dissoziation : in : die. Einzelstrange : erfolgt (50*0), 
V~^~ ! , ^;wer den ; amv Segment ,T T 3 6 5(4 mm .Trenristrecke) - in Banden in 
-^b.-.'-v V ^i^ e ?^ el ^ fc . lveri -Abstand .yon bis„zu .l;„cm getrennt* 5 : 

^ :Die Kgmbination raumlicher und : ;zeitlicher Gradienten der 
*r * : '* em P£?^i£' mit^einem . statisch chemischen Gradi- 

- entensystem nicht erreicht werden kann, ist fur einige 
. :c . ^Y^ ndux }?ff n y on c;^ oBer P^aktischer Bedeutung, Zwei Anwen- 
dOngen:: seiert : expiplarisch dargestellt. s.sie werden in 
Figur 16 Jschematiscb erlautert. 



a) Fragmente sehr unterschiedlicher nativer Wanderungsge- 
schwindigkeit, z.B. infolge stark dif f erierender 
Groflen der : Fragmente , sind gemeinsam nur schwierig zu 
analysiereru Mitunter unterliegt das schnellwandernde 
kleine Fragment 60 (Fragmente und ihre jeweiligen 
Gelpositionen sind als kleine Balken reprasentiert) 
bereits der Strangtrennung, wahrend das grofle Fragment 
70 die Temperatur beginnender Denaturierung noch nicht 
erreicht hat. Erf indungsgemaB wird die hohe Temperatur 
? 2 so eingestellt, daB noch keine Trennung des stabil- 
sten JDoppelhelix-Segments bzw, der G:C Klammer -ein- 
tritt. Die r Temperatur T x wird jedoch^ wahrend der Elek- 
trophorese von niedriger Temperatur auf stetig hohere 
_ - Temperatur -geregeit , hochstens .bis ~T- . = "T. erreicht 
"ist. Auf diese Weise durchlauf t j edes Molekul den 
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. Temp4raturgradienten : /\ unabhangig von ' seinerT Wande- 
rungsgeschwindigkertf bzw. GroBe. T , f 

b) Renaturierungsexperimente, wie sie in. der. Figur 16b 
und 16c schematisch beschrieben sind, ergeben nur 
dann scharf e "Bandensignale, wenn nicht allein ein 
raumlicher Temperaturgradient durchlaufen wlrd. In 
10 . diesem Fall kommt es namlich zu einem unerwunschten 

[] Ef fekt der Baridenverbreiterung bei der \Ruckf altung, 
. * "^4^-^s^'-^^5yg n ^j: ^s^- j e ~ steiler die' "Denaturierungs- 
" " . ■ i "V. i lcii^yef^ in^diesei^ der 

~ tT ."BandeT gegenuber^dem' Baridenende stark" SeschTeunigt , da 
"nickseitig'elne'iie^ Im 
" " " ~ ~ "Ergebhls* Vird "die l>er Tsfif ekt ' I st hin- 

'.]" 7 T gegen sehr'^rwunscht ^wehn -^ge'kehrt ~die 'Bandenf ront 



"in "x*auf rlcht^^geselieh relatly bei^ hdhereii Tempera- 
turen laulftv"^ auch bei 



20 , Rehaturlerlirigsexper^ erreichen durch Kombination 

raumlicher .und zeitlicher Gradienten . Anstelle einer 
Renaturierung in einem linearen T-Gradienten, wie er 
z.B. mit einer Vorrichtung gemaB Figur 1 durchgefuhrt 
werden kann, .kann die Probe in einem relativ steigen- 
25 . den Gradienten zwischen und T 2 (Figur 10) in den 

Zeiten t Q bis t 3 (Figur 16b und c) der Elektrophorese 
. unterworfen undanalysiert werden, wobei jedoch beide 

Temperaturengemeinsam (Figur 16b) oder nur (Figur 
16c) in einem MaBe herabgesetzt werden> .daS die Probe 
mit der Laufzeit einer niedrigeren Temperatur ausge- 
. setzt 1st, die Bandenfront jedoch immer eine hohere 
Temperatur" .hatjal Auf diese Weise 

/tritt erf indxingsgemaB eine Bandenscharf ung ein . .._ _r 

Das erf indungsgemaBe Verf ahren und die erf indungsgemaBe 
Vorrichtung konnen sowohl zur analytischen Erfassung urid 
quantitativen Erfassung als-auch. zur Preparation von 
Komponenten aus : Stof f gemischen verwendet, werden. Die 
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Analyse und Preparation konnen an vielen Proben simultan 
durchgefuhrt werden; ; Detection 3 und Auswertung konnen 
automatisch erfolgen. Insbesondere eignen sich Verfahren 
und Vorrichtung zur Preparation und Analyse von Viroiden, 
viralen Nukleinsauren, Satelliten-RNA, zur Analyse von 
Mutationen in Nukleinsauren, zur Analyse von Mutationen 
in Proteinen und zur Analyse von Protein-Nukleinsaure- 
Komplexen* 

Die TGGE erweist sich zur Preparation von Varianten als 

besonders yortellWft," da die Jdirekte . Sequenzierung von 
y^A^ 1 ^?? 1 -'.aogliclv ...wird_ohne vorherige Klonierung. Dies 
^wird ^ ermoglicht durch; Eiution_ gej^ngster^ ~Mengen einer. 

y a ^iante/'7dieTeine^^ Amplifi- 

K at ^ on ^chfpa^TOder; Seg^enzierung unterworf en wird . 
,-Solche Arbeitsweisen werden ^in . ^Zuk^ft Bedeutung ge- 
~Vinnen# da durcjh r Si^erheitMuHa^fn^ das~~Arbeiten mit 
: s ? n " st - zur . ^P^ i f^ ka ^^siLH®^®^®5®?l Jvektpren und - das. 

Arbeiten mrt reko^j^ariten Organismen erschwert" wird.- : 
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Verfahren zur Trennung und Detektion von Komponenten 
eines Stof fgemisches durch Temperaturgradienten-Gel- 
elektrophorese. (TGGE) , dadurch. gekennzeichnet , dafl 
entweder 

ein raumlicher Temperaturgradient in Richtung des 
zur Trennung verwendeten elektrischen Feldes durch 
mindestens zvei raumlich voneinander entfernte Tem- 
per aturnlveaus aufgebaut wird oder 

ein * zeitlicher Temperaturgradient' : durch ?; zeitliche 
Variation der. Temperatur eines Tempe'raturniveaus 
aufgebaut wird oder \ . / . 

ein \ TemperVtur^adient " durch ^ Kombination * des fc raum- 
lichen und zeitlichen^ Temperatiir^adieiften\ aufgebaut 
" W.ifdr" " r ^ - • ~ . • 

der Temperaturgradient leitend in- "die Gelmatrix uber- 

tragen .wird, " . . . 

; die Temperaturniveaus: zunt Auf baui des^ raumiichen Tern- 
: peraturgradienten - durch 7 regelbare Hei z— oder Kuhl- 
vorrichtungen eingestellt werden/ wobei Orte gleichen 
elektrischen Potentials identische Temperaturen auf- 
weisen, oder .': 
zum Aufbau des zeitlichen Temperaturgradienten an 
j edem Ort der Trenns trecke : in ~ * dem" ~Trennmedium das 
tempera turniveau ixr zeitlicher "Abharigigkeit mittels 
einer oder mehrerer regelbarer Heiz- oder Kuhlvor- 
richtungen frei wahlbar einstellbar ist und ggf . 
am Ende~ der Trerinstrecke^die getrehntenjkompohenten 
^ detektie^v^den. ~' Lt ' ^ b \ 1 : ^u&&$*& 



2 ♦ Verfahren nach Anspruch " 1 , Jdaduirch gekenhzeichnet ) 
* r ~ " : daB" die 'Zeit'f "in 'der^diS "Temperaturandei^ 

f inden # ^ kurzeV' ist 'als^die^ der 
Komponenten des zu trennenden ~GemischeV "durch das 
Trennmedium wahrend der Elektrophorese. 



Best Available Copy \_ ... „ 

PCT/EP90/01366 

-3 4 - m 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich 
net, dafl die Elektrophorese fur die Dauer der Tempera 
turaquilibrierung abgeschaltet wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, daB die Tempera tur im Bereich von 0 
bis 100 # C regelbar ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, /daB die Temperaturregelung der Tempe- 
raturniveaus^ durch thermos tat is ierte Flussigkeits- 

bfi ^ er /* P ^ 1 ^f^f^ zunic 3 erx Oder .].^elektrische - Heizungen 
erfdlgt. /J\ \ , ' ^ 

Verfahren nach^ einem ^der ^spruche^ .1 ,bis - 5 , dadurch 
gekennzeichnet, ^daB sich das « Tr^immedium; in einem 
zylindrischen Hohlkorper oder auf einem flachigen 
Trager befindet. ~ ^ 

Verfahren; nach. r Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB sich das Trennmedium in einem -Glas- r oder Kunst- 
stpf f rohrchen: b^findet oder der .f lachige Trager eine 
Metallplatte mit einer darauf 7 bef indlichen Folie 

ist . " ' " • ■ ' : ~ rr r - " *'\* " 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis .7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die -Detektion , der 'Komponenten 
automatisch. erf oigt. [ - 

Verfahren nach einem^der, Anspruche^ i . bis .8 , dadurch 
gekennzeichnet, daB die zu • trennenden, -Komponenten 
geladene Biopolymere sind. 

Vejrf^ren^7» gekennzeichnet, 
daB die zu trennenden .Komponenten NukXeinsauren oder 
Proteine sind. ' 
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11. Verf ahren nach ' einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichiiet, daB die Elektrophorese in einer poly- 
5 meren Mediums truktur, vorzugsweise an Polyacrylamid 

als Trennmedium oder in einem tragerfreien Medium 
durchgefuhrt wird. 

12 • Verf ahren zur qualitativen und quantitativen Detekti- 
10 on von Mutationen von Nukleinsauren durch Analyse 

des durch Hybridisierung des die Mutaticm . auf weisen- 
den Nukleinsaurefragments (Mutante) mit dem diese 
Mutation v nicht"' auf weisenden Nukleinsaure fragment 
~ ~ (Wildtyp) gewonnenen Heteroduplexes, wobei das die 

15 Mutation tragende, zu untersuchende Nukleinsauref rag- 

ment so gewahlt wird, daB die Mutation, in etiner ther- 
~ - " J ~ - ~ mbdyriamisch v instabileh " Region des * Heteroduplexes 
Ixegt. - . . 

20 13. Verf ahren nach Anspruch 12, wobei die Auswahl der: 

. . r - . die Mutation" enthaitehden: thermodynamic ch, instabilen 
Region durch Berechnung- erf olgtv 7 : 

" 14 . Verf ahren nach. einem der Anspruche 12 und/oder 13,. 
25 wobei "das. " zu untersuchende Nukleinsauref ragment so " 

gestaltet. wird, dafl die Mutation in der thermodyna- 
misch, instabilsten . Region liegt *:' 

* 15 ; Verf ahren nach- einem. 'der Arispruche 12 bis. 14, wobei 
30 die thermodynamischl stabilere Region des Nukleinsaure- 

fragments endstandig Oligo-G- und/oder. -C-Nukleotide 
tragt ; 



.~i ~ r* ^ n r 



"^ r ^' m9 iiS • ^V^TtiJ^&ii nach/1^ der G- 

und/oder C-Nukleotide 20 bis 30 betragt".;.. 

17 Verf ahrerT nach einem der Anspruche.. 12 bis t 16 , wobei 
" ' ^die^V^iBink'^ran*' durth * Poiymerase^'Chain Reaction 
l (PCR) amplifiziert werden. 
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18. Verf ahren nach einem der Anspruche 12 bis 17, wobei 
die beiden verwendeten Oligonukleotide in unmittel- 
barer Nachbarschaft zur . nachzuweisenden Mutation an 

*■"• die zu amplifizierende* DNA hybridisieren. 

19. Verf ahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, wobei 
die zu untersuchenden Heterduplices nach' Probenvor- 
bereitung einer Temperaturgradienten-Gelelektropho- 
rese (TGGE) unterzogen werden. 



5 ^20 . : .;VerfciLhren nach Anspruch 19 , „ . wobei der .Tempera turgra- 
1 :. d i^? nt se nkrecht zur Richtung des ;elektrischen Feldes 

3; 5 ^^^^^n^,-,yerlauft. J \. \ / " \ ' \ , 
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•/21.^ Verf ahren nach Anspruch 19, wobei der JTemperaturgra- 
- dient parallel zur Feldrichtung des . .elektrischen 
Feldes verlauft. 

.12 2..- V erf ahren: nach Anspruch 21 .wobei : der: Temperaturgra- 
dient zeitliclr variiert: wir^±»: \_7~ 

. 23 . _Verf ahren nach Anspruch _22, . wobei der .Temperaturgra- 
dient von: einem hoheren Tempera turniveau kathoden- 

zs-- s ^ iti( ? des elektrischen Feldes ausgeht, das uber dem 
• Schmelzpunkt ; der thermodynaiiisch instabilen Region 
der Heteroduplices liegt, und zeitlich in Richtung 

V_ . -Z^m. Niveau^des ^anqdenseitig; liegenden ,tief eren Tem- 

i : . . .peraturniyeaus reguliert wird. _ 

24. Verf ahren nach Anspruch 21, wobei das; anodenseitige 
Tempera turniveau des statischen Temperaturgradienten 
; ^ ^ . hSher^-J-iesrt , ;als _ das - Temperaturniveau der . Kathoden- 
' seite. ri \, ^ _ . ,. / 

-25. Verf ahren: nachj Ansprnichj 2J., ;wobei^das; v kathodenseitige 
~ „ Temperaturniveau des statischen Temperaturgradienten 
hoher liegt als das .Temperaturniveau der % Anodenseite. 
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Oligonukleotid mit 5 1 -terminalen Af f initatsgruppen. 

Oligonukleotid .nach Anspruch 26, wobei als Affinitats- 
gruppe zwei bis acht . Histidinreste 5 1 rterminal ge- 
bunden sind. 

Oligonukleotid. nach Anspruch 27, wobei die Anzahl 
der Histidinreste sechs betragt. 

Oligonukleotid nach Anspruch 26, wobei als Affinitats- 
gruppe Biotinylreste" 5 1 -termirialVgebunden sind . 

Oligonukleotid nach ~^einem Hder Anspruche '26 bis 29, 
enthaltend zusatziich eine Re¥trikt~ionsschnittstelle 
und/oder eine G/C-reiche Box v un3/oder eine A/T-reiche 
Box und eine- mit der. zu "untersuchenden Nukleinsaurese- 
quenz hybridisierehde SeguehzT - ~ ~— ~ -\ 

Verwendung des " Oligonukleot ids " nach einem der An- 
spruche 2S bis 3 0 : als-. Primer in der PCR zur Amplifi- 
zierung der zu untersuchenden^Nukleinsauren und/oder 
. in einem Verf ahren nach einem der Anspruche 12 bis 

25. ; ■'• • / . • . . '• . 

Verf ahren nach einem der 'Anspjruche "12 bis 25, wobei 
die die Mutation tragende Niikleinsaxire unter Verwen- 
dung des Oligoriuklebtids nach- "einem der Anspruche 26 
bis 3 0 amplifiziert wird, an einem zu den Aff initats- 
gruppen der Oligonucleotide riach Anspruchen 2 6 bis 
30 an fester Phase" "fixierten ( aff Inerf "Material gebun- 
Ideri" wird , v sbSaira ^ mar- 
kierter , T di^MutatTdn nicht auf weisehder Nukleirisaure- 
-Einzel- oder -Doppelstrange mindestens einem Denatu- 
rierangs~-7Rena^ uhterworf en wird, 

anschlieBend " eluiert' und ■ dahach : - 4em Trennungsver- 
f ahren funtferworf en. wirdV^" 
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33. Verfahreh nach Anspruch 32,. wobei das zu der Affini- 
' tatsgruppe des Oligonukleotids nach Anspruch. 26 

affine Material ein polymerer Trager ist, der ein 
• Chelat aus einem Chelatbildner und einem Ubergangs- 
metallion enthalt. 

10 34 ' Verfa:nren nach Anspruch 33, wobei das zu der Affini- 

tatsgruppe des Oligonukleotids affine Material ein 
polymerer Trager ist, der ein Chelat aus uber kova- 
lent an den Trager gebundener Nitrilotriessigsaure 
_ und Nickel 2 ^ 1 " enthalt. ' ] ^ 

~i ^l- : 35 L*;_-.®f/^ h f en ^ ach , ^sprupli 32,_ wobei das; zu der Affini- 
: -.. .^^^^ der An- 

c i -~ - — . , .. s P^? ne -. 26^is_ 30.. affine /Material "„ ein polymerer 
- - : . : : . / '---** r kpvaient gebundenes Avidin oder 

Streptavidin aufweist. . - - - .- 
20. ; ■ • — • — -■• •• : .'• - ■■ n • 

•. : : • l ^'i"g ^^Verfahren nach.- einem .der Anspruche.,32 bis 35, wobei 
. - ■ -'" -- deJrr polymere Trager. eine- Membran ^oder ein partikel- 

r : ;- -formiges Material ist. - - - 

37. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
12 bis 25 und/oder 3 2 bis 36 zur Auffindung und 
; Cnarakterisierung von .Mutationen in DNA pder RNA wie 
■ ' Punktmutationen , Deletionen, Insertionen und Umstel- 

- ■ - lungen- der Nukleinsaurekette* 

30 " - : - . - ; '-. . - . 

r --; k .'/^ 8 > y. e ^ ,B ^ x ^ 9 . ^^^.^^^P^-^ 8 '^P h ^f^^ Anspruche 
- -. • : H i?is i ^. . 25 u^oderi 32^bls^ 36 / wobei das 

- - ~ . - J° b - e i^ a $ e F^.^ aus , .lebe^jMa", Jtotem. f ossilem und in 

£i -.^X?^*?** '^^^jspot^^chs^la^lyre^ : Gewebe stammt. > 

. 39. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
• ' . - ... ' . 12 .-bis; 25_ und/oder. 32;'bis^36.. ?ur^. Durchf uhrung gene- 
tischer Studien wie _ f . prAnsis^che ^alytik^ Aufklarung 
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von Erbkrankheiten und/oder genetisch. charakterisier- 
ter Anomaiien, Individuenanalytik, Fingerprinting. 

40. Verwendung des Verfahrens nach einem. der Anspruche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36, wobei Feincharakteri- 
sierungen von Stammabweichungen in der industriellen 
Mikrobiologie, bei medizinisch releyanten Krankheits- 
10 erregern, den Viren, insbesondere bei den fur haufige 

Mutationen :bekannten ; yiren/ Bakterien, Pilzen und 
Einzellern durchgefuhrt werden."' 

\ r. : 4i. Verwendung 'des Verfahrens ' nach einem der Anspruche 
^ 15 ^ ' 12 bis : 25 uhd/6der~ 32 ^bis * 36/ " wobei " evolutionare 
* B Entwicklungsstudien ™betr ieben . werden . - 

42. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
12 bis 25 und/oder :: 3 2 lb is . 36^zur -praparativen ;Her- 
20 . .. st ellung gef uhdener . Mutant en / ~wobei eine Mut ant e al s 

^: ":- einzelne~ r Bande *in -.."der: iDetektionseinheit auf gespurt 

wird.^urid' direkt ^ dder durch : Richtungsanderung der 
Spannungsgradienten im Rahmen einer Elektroelution 
isoliert/ direkt PCR-amplif iziert oder direkt seguen- 
' 2d ziert und/oder kloniert *'wird- ; '.. r~ . , , 

" : " r - - " ~ 43. Verwendung des ^Verfahrens nach . einem;" der Anspruche 
""*■'"' 12 bis 25 und/qder 32 ... bis - 36^"zur Bestimmung xind Zu- 

ordnung von Individuen, .wobei: "genetisch amplif izierte 
Gensegmente, insbesondere solche aus Einzel-Kopie- 
Regionen des Genoms, ~mit" einem homogenen Standardseg- 
ment hybridisiert werden oder mit hbmbiogen Sequenzen 
einer auf Identitat des zugehorigen Individuums v zu~ 
l —y ; - pruf enderi / '- analbcpjc^^ 



30 



dxsiert werden.^ - 



44. Mittel . zur Durchf uhrung des Verfahrens nach einem 
der. Anspruche 12 bis 25 und/oder 32 bis 36, bestehend 
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aus einem Gemisch von Reagentien wie einer oder mehre 
rer markierter Nukleinsauresonden, einer teilweise 
oder vollstandig homologen Standardnukleinsaure in 
nicht markierter Form sowie einem Hybridisierungs- 
' puffer, der im Temperaturbereich zwischen 0 und 100 # C 
Denaturierung und Renaturierung von Doppelstrangstruk 
turen erlaubt. . 

Mitt el zur Durchfuhrung des Verf ahrens nach einem 
der Anspruche 12 bis 25 und/oder 32 bis 36, bestehend 
aus einem Gemisch von mindestens einer markierten 
Nukleinsauresonde, einer teilweise oder vollstandig 
. ho ?? 1< ?? er f^ sta ndar<toT^leinsaure .in nicht markierter 

p ?5* .?*? wi J* e i?? a ,^ b ?:^^ s .i®5^9sP^ f er .#': de * im Tempe- 
raturbereich .^zwischen 0 /und ^100 # C .Denaturierung und 
Renaturierung von Doppelstrangstrukturen erlaubt. 

;MitteL ? gemaB -Anspruch 45/ wobei _da& -Gemisch einen 
^stphasentrager nach einem ^der Anspriche 32 bis 3 6 
- e ^ th&1 * ; > " ^mit: dessen Hilf e^ amplif iz iert e Segment e 
d irekt : deiir: Reaktionsgemisch entzogen v werden konnen. 

r Verfahren : zur: quantitativen. Detektion von Mutanten 
oder spezifischen Gensequenzen, wobei einem Gemisch 
differierender Sequenzen, deren eine" Konzentration 
bekannt ist, im UnterschuB ein- Marker-Nukleinsaure- 
molekuL zugesetzti wird, ; dessen- Sequenz mit der Se- 
quenz eines, der vorgenannten Sequenzen identisch ist 
und . dieses. Gemisch- mindestens: einem - Denaturierungs- 

jund;* RenatT^ierungszykius unterworf en ^ und analysiert 

vird;, i - v : .; //;!._ / ; " - 

.Verf ahren ,.nach t Anspruch 47 wobei^di^, Sequenz der 
markierten' Nukleinsaure mit der . Seguenz^der Nuklein- 
saure, < deren Konzentration bekannt 1st, identisch 
1st. 
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49, Verfahren nach Anspruch 47 und/pder 48 , wobei die 
nach "einem .Denaturierungs-/Renaturieirungszyklus ge- 
. bildeten Hybride mittels Temperaturgradientengel- 
elektrophorese (TGGE) getrennt werden und deren rela- 
tive Signalintensitaten gemessen werden. 



10 



IS 



20 



25 



30 



50. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 49 , wobei 
die zu analysierenden Nukleinsauren durch enzyma- 
tische Amplif ikation erhalten worden sind. 

51 . Vorxichtung zur ^ Tempera turgradienten- 
Gelelektrophorese^ r (TGGE) y : ' dadurch" ~ -gekennzeichnet , 

~ daB : zwischen^%'indestens i ^zwei "einen Temperaturgradi- 
enten aufbauendSi ™Heiz- oder Kiihivorrichttingen (1, 
2) mit Warmereservoir (4, 5) , bei mehr als zwei, Heiz- 
oder Kuhlvorrichtungen" zwischen ~den ehtf erntesten 
-Heiz- r ;1 oder 'Kmavo^ichtningen^ ein' r Hohlkorper (6) , 
der die Heiz- ;oder Kuhlvorrichtungen durchdringt , 
angeordnet ist, welcher dasvzur Trehnung verwendete 
. Trennmedium in seinem Lumen enthalt, und daB der 
Hohlkorper (6) von einem: warmele it enden Thermostatier- 
; mantel.. (7) " \imgeben ist 7 " der mit mindestens einer der 
Heiz- . und/oder f Kuhlvorrichtungen ( 1 , , 2 ) thermisch 
verbunden ist . 

52. Vo'rr ichtxing,. nach* Anspruch 51 f . dadurch; gekennzeichnet, 
,-daB" der Hohlkorper ~(6) zylindrisch ausgebildet ist. 



^ z: 53 ^ Vorr ichtung" ci naci^^sprxich" ' 51 ^h^/oder 1 52, dadurch 

xc-v,;--^ r-i "-gekehrizeichne^ eine Kapillare 



— 54- Vorrichtung % nactP'eihem* ^der .Arispr^che 51 . bis 53 , da- 

7* ' ;r : ^ v ~durch'*ge^^ aufleren Wand 

des Hohlkdrpers - (6) ' und der inneren Wand des Thermo- 
statiermahteis (7) ein Warmeaus^auscher ( 8 ) vorge- 
sehen ist. 
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Vorrichtung nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, 
dafl der Warmeaustauscher (8) aus. einer viskosen Flus- 
sigkeit besteht. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 55, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Heiz- oder Kuhlvor- 
richtungen ein thermostatisiertes . Flussigkeitsbad 
und Peltierheizungen, (9) oder elektrische Heizungen 
und/oder ein Warmereservoir (4, 5) . aufweisen. 

^Vorrichtung ..nach einem der , Anspruche 51 bis 56, da- 
durch t gekennzeichnet, _ ..daB - -der : jrhermostatiermantel 

( 7 ) •^ 1 .^^.-??i5":T.?? e - r ^^?j^ 1 yJ 3r iri^ t un9en (1/ 2) 

warmeleitend yerbunden ist . ~, . 

Vorxichtung .nach einem der Anspruche 51 bis 57, da- 
durch. gekennzeichnet,- daB. _eine . ri dritte Heiz- oder 
Kuhlvorrichtung (3) an der Probenauf nahmeseite" vorge- 

•. sehenrj ist . „ ? ^ U-c ^ 

Vorrichtung: nach Anspruch 58 y: dadurch gekennzeichnet, 
daB der Thermostatiermantel (7) von der zweiten : Vor- 
richtung (2) thermisch entkoppelt ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 59, da- 
durch gekennzeichnet, . daB- die - Heiz- oder Kuhlvorrich- 
; tungen (1, 2) zeitlich regelbar sind. 

.yj? rr ipktung^.jiach .einem r der Anspruche 51 .bis 60, da- 
-durch gekennzeichnet, daB die, Heiz - r . oder Kuhlvorrich- 
tungen (1, 2) mit den entsprechenden ! Warmereseryoirs 
(4, 5) eine Vielzahl von Hohlkorpern (6) aufnehmen, 
indent die Vorrichtungen (1, 2) ; uncL (4, 5) blockartig ' 
j(4a, 5a) . ausgestaltet. sind r und „ eine Vielzahl von 
Durchbphrungen_(ll) aufweisen^ . durch die die Hohl- 
korper (6) hindurchragend angeordnet sind. 
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62, Vorrichtung nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Hohlkdrper (6) endseitig uber die blockartig 
ausgestalteten Vorrichtungen (4a, 5a) hinausragen. 

63, Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zur Trennung von Stof fgemischen, in denen 
mindestens eine Komponente im Temperaturbereich des 
Temperaturgradienten eine thermische Umwandlung er- 
fahrt. 

64, Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 in dem Verfahren nach einem der Anspruche 
1 bis 62. 



65. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zum Nachweis und zur Unterscheidung von 
Viroiden, viralen Nukleinsauren, Satelliten-RNA, zur 
Analyse von Mutationen in Nukleinsauren, zur Analyse 
von Mutationen in Proteinen und zur Analyse von Pro- 
tein-/Nukleinsaure-Komplexen . 

66. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zur Preparation von Komponenten des zu 
trenneriden Stof fgemisches. 

67. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zur Preparation von Viroiden, viralen 
Nukleinsauren, Satelliten-RNA, zur Preparation von 
mutierten Nukleinsauren in Homo- und Heteroduplices, 
zur Preparation von Proteinen und zur Preparation 
von Protein-/Nukleinsaure-Komplexen. 
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62200 



RUBamHl GCdamp primer la' 

5 * CCGGATCCCGCCGCCCGCCCCGCGCCC7GCCG77AC7GCCC7G 



ACACCA7GG7GCACC7GAC7CC7GAGGAGAAG7C7GCCG77AC-SCC^ G 
7G7GG7ACCACG7GGACTGAGGAC7CC7C77CAGACGGCAA7GACGGGAC 



:gg-3* 



;^ G ^~ GG ~GAACG7GGA7GAAG r7GG73G7GAGGCC=rG5-3CAGG7r 
-^^•-G77CCACTTGCACC7AC77CAACCACCAC7CC3GGACCC37C=AA 



excn 1 



IVS-1-6 

C 
I 

G57A7CAAGG77ACAAGACAGG777AAGGAGACCA..._.-_-._ . 
CCA7AG77CCAA7G77C7G7CCAAA77CC7C7GG77A7C777GACCC37A 

3 * 3 - ~---- z - i -?7CC7C7GG77A7C77 AAGC3-5 * 
62250 primer lb R2-EcoRl 

C.-.C -CiGi CTCTTCTGAGAACCCAAAGACTA7CCG7GACTGAGAGAGAC 



intrcn 1 



Fig. 2 
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DUS0:(U3€aS.S7EC£R.$EO1KUMM89_PREMRMA.lIS;3 

CcnflanictKUMHaB 62155 * 63760 : prfir*N4 
62205 • 62296 : EaqaI 
62427 • 62649 : txonZ 
63500 * 63623 : Exon3 

This file: 62155 * 62649 * 1-495 

5? • U2 : Sxon2 
♦72 - 49S : g«rj 

1 ACATTTCC7T CTGACiCAAC TCTCTTCACT AGCAACC7CA AACACACACC 

51 ATCGTCCACC TCAC7CC7GA GGAGAAGTC? SCCS7TAC7G CCC7C7CSC5 

101 CAACS7CAAC C7CSA75AAC TTCCTCSTCA ZZZZZ'ZZZZ ACG77GG7AT 

151 CAACS7TACA ACACACG7T7 AAGSA6ACCA ATACAAAC7C CCCATS7CCA 

201 CACACACAAC AC7C77CCS7 7TC7GA7AGS CACTGACTC* CTC7CCC7AT 

251 TCSTCTA7T7 TCCCACCCTT AGCC7CC7CS TSGTCTACCC TTCCACKAG 

301 ACCTTCTTTC ACTCCTTTC5 CGATCTG7CC ACTCC7SAT0 CTC7TATCSG 

351 CAACCCTAAC G7CAAGSC7C ATCCCAACAA AG70CTCGCT CCC7T7ACTG 

401 ATCCCCTCSC TCACC7CSAC AACCTCAA66 CCACCTTTCC CACAC7CACT 

451 6AGCTCCACT GICACAAGCt GCACC7CCAT CC7CACAACT TCAGG 



T 
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ou»0: cu««s.jTe«*.sto)i*«sitN9.i.is:i 

125 C«nt«nk:NUNH6S CC-etaop ♦ P1«/62233-6233a«Plt» 

cccccccccccecceescc- 

«««"*««CCCTCTCCC«UACCTCAACCTC^^ 

pot. Hut. b«i 62302O Position 89). I -> C 



W 



w 




TOO Seq. pos. 
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9 °- 1 OO. 110. 1 20. 1 SO. 

T 

W 0.050 — 



0.04-0 



0.030 
0.020 
O.OIO 
O.OOO 




90. 1QO -.. 110. 120. .130. 

T 



Fig. 



5b 
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Fig. 6 




Homoduplices Etnzelstrange 
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Fig . 7 
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Amplification und TGGE-Probenvorbereitung 



DNA/2sllen 



Hnp1 


P2 


Hn ^ 


— . Enzyme. Reagentien 



nta. 



Hn. 



, Enzyme. Reacsntien 




NTA.Nj • • Hn, 



Scnce 




NTA-Ni • • Hn. 



2*S 

* 


- *\ A 


Mm 


Mv 



TGGE - Analyse 
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TGGE Bestimmung der 
Anfangskonzentration 



|R -template Kopienzahl / 



Intemer Standard template 




20 Zyklen / 100% Effizienz 
1.05 vg : 0.105 jig 
10:1 



20 Zyklen / 80% Effizienz 
12.1 ng : 1.21 ng 
10 :1 



TGGE Signal Intensitaten 




template = 0.1 pg 



T1 



T2 



n 



10 



Fig. 9 
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Fig. 14a 
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Fig. 15b 
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Wanderungs richtting 



Fig. 16 
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